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Abkürzungen  
Ab Antibiotikum 
Abb. Abbildung 
ACN Acetonitril 
HAc Essigsäure 
AFM Rasterkraftmikroskop, engl. atomic force microscopy  
Amp Ampicillin 
AP alkalische Phosphatase 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
AS Aminosäure 
Aspez Spezifische Aktivität 
ATP Adenosintriphosphat 
BCIP/NBT 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat/Nitro blue tetrazolium 
BFM Biofeuchtmasse 
BTM Biotrockenmasse 
bp Basenpaar 
BR Bioreaktor 
BSA Bovines Serum Albumin 
CD Circulardichroismus 
CFPS Zellfreie Proteinsynthese, engl. cell-free protein synthesis 
CLP ATP-abhängige Clp Protease, engl.  „caseinolytic protease“ 
CPD Computergestützte Protein-Design 
CV Säulenvolumen, engl. column volume 
dH2O deionisiertes Wasser 
DFT Dichtefunktionaltheorie, engl. density functional theory  
DLS Dynamische Lichtstreuung, engl. Dynamic light scattering 
DNA Desoxyribonukleinsäure, engl. Deoxyribonucleic acid 
dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphate 
DOPA L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 
DP Designer-Protein 
DSF engl. differential scanning fluorimetry 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EDX Energiedispersive Röntgenmikroanalyse, engl. energy dispersive X-

ray spectroscopy 
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor, engl. Epidermal growth factor 
ELP Elastin-ähnliches Polypeptid, engl. Elastin-like peptides 
engl. englisch 
EtOH  Ethanol  
GdmCl Guanidinhydrochlorid 
GFP Grün fluoreszierendes Protein, engl. green fluorescent protein 
HDH Hochdruckhomogenisator 
HK Hauptkultur 
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatografie, engl. high performance li-

quid chromatography 
HyP Hydroxyprolin 
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HyR Hydroxyarginin 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IRES Interne ribosomale Eintrittsstelle, engl. Internal Ribosomal Entry Site 
ISD Spontan-Fragmentierung, engl. in-source decay 
ITC engl. Inverse transition cycling 
k.A. keine Angaben 
Kan Kanamycin 
kcat Wechselzahl  
KCl Kaliumchlorid 
KM Michaelis-Menten-Konstante 
LCST niedrige kritische Lösungstemperatur, engl. lower critical solution tem-

perature 
LB Komplexmedium zur Kultivierung von E. coli, engl. lysogeny broth 
LRR Leucin-reicher Sequenzabschnitt, engl. Leucine rich repeat 
M Marker 
MD Molekulardynamik, engl. molecular dynamics 
M. edulis Mytilus edulis 
Mfp Muschelfußproteine 
Mfp-3 Muschelfußprotein 3 
M. galloprovincialis Mytilus galloprovincialis 
MM Minimalmedium 
mod. modifiziert (Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA) 
MS Massenspektrometrie / Massenspektrometer 
mTyr mikrobielle Tyrosinase 
MW Molekularmasse, engl. Molecular weight 
MWCO Molekularmassengrenzwert, engl. molecular weight cut-off 
n  Anzahl verglichener oder bestimmter Werte  
n.b.  nicht bestimmt  
NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid, engl. Nitro blue tetrazolium 
OD600 Optische Dichte bei 600 nm 
OF Oberfläche 
PA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR Polymerasekettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction 
PDI Polydispersitätsindex 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PPII Polyprolin-II-Helix 
PPL vorgefärbte Proteinleiter, engl. prestained protein ladder 
pSer Phosphoserin 
QCM-D Quarzkristallmikrowaage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors, 

engl. Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring 
Q-TOF MS Quadrupole time-of-flight, MS Detektor 
RE Rohextrakt 
RT Raumtemperatur 
SD Einzeldomäne, engl. single domain 
SDS Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate 
SFA Surface-Force-Apparatur, engl. surface force apparatus 
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SFG Summenfrequenzspektroskopie, engl. sum frequency generation 
SK Schüttelkolben 
SUMO engl. Small Ubiquitin-related Modifier 
Tab. Tabelle 
TB engl. terrific broth 
TE Tropoelastin 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TEV engl. tobacco etch virus 
TIM Triosephosphat-Isomerase 
TOPA 3,4,5-Trihydroxyphenylalanin 
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tt Übergangstemperatur, engl. transition temperature 
UV Ultraviolett 
VK Vorkultur 
Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit nach Michaelis-Menten-Kinetik 
V. spinosum Verrucomicrobium spinosum 
(v/v) 
(w/v) 

Volumenprozent, engl. volume per volume 
Masseprozent, engl. weight per volume 

 
 
 
 
 

Anmerkungen und Begriffsklärung 
 

I. Fachausdrücke aus der englischen Sprache ohne eine passende deutsche Ent-
sprechung werden in der vorliegenden Arbeit kursiv geschrieben. 

II. In der vorliegenden Arbeit wird aus Gründen der besseren Lesbarkeit das generi-
sche Maskulinum (Forscher, Kollegen, etc.) verwendet. Weibliche und anderwei-
tige Geschlechteridentitäten werden dabei ausdrücklich mitgemeint, soweit es für 
die Aussage erforderlich ist. 

III. In der vorliegenden Arbeit werden Designer-Proteine, deren Peptid-gebundene Ty-
rosine zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) hydroxyliert wurden, zur Einfach-
heit als „modifiziert“ (mod.) bezeichnet. 

IV. Der Begriff „Expression“ wird für die Transkription und Translation während der 
Biosynthese von Proteinen verwendet.  
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1 Einleitung 
Seit Tausenden von Jahren versuchen Menschen unterschiedlichste Materialien für den Haus-
bau, die Herstellung von Werkzeugen und Maschinen oder für dekorative Zwecke zu verkle-
ben. Dementsprechend wurden verschiedene Klebetechniken im Laufe der Geschichte entwi-
ckelt, die mit Hilfe von Klebstoffen oder Leimen unterschiedliche Substrate verbinden können. 
Von Beginn an haben sich Menschen von der Natur inspirieren lassen. Insekten, Spinnentiere 
und Vögel sind in der Lage, Verbundstoffe aus natürlichen Fasern und eigenen Sekreten zu 
bilden. Viele marine Organismen können sich stabil an Felsen oder andere Oberflächen heften 
[Favi et al., 2014]. 
Der erste Meilenstein in der Entwicklung von Klebern war ca. 70000 v. Chr., als Höhlenmen-
schen in Südafrika eine klebrige Masse aus Baumharz und rotem Ocker benutzten, um ihre 
Höhlenmalereien zu schützen [Keimel, 2003]. Um 8000 v. Chr. verwendeten Menschen das 
Harz von Birkenbäumen, um die Köpfe von Speeren und Äxten mit dem sogenannten Birken-
teer zu befestigen. Um 3500 v. Chr. führten die Ägypter erstmals die Extraktion tierischer Pro-
teine (Aufkochen von Haut oder Knochen) zur Verwendung als flüssigen Klebstoff ein. Mitte 
des 14. Jahrhunderts nutzten die Azteken die Hafteigenschaften von Blut für ihre Bauten und 
mischten Tierblut in Zement. Für die besonderen Klebeeigenschaften ist das Albumin im Blut 
verantwortlich. Die Bauwerke der Azteken sind noch heute in einem ausgezeichneten Zustand 
und zeugen von der Qualität und Beständigkeit dieses Bindemittels.  
Im Zuge der Technologisierung suchten Forscher nach Alternativen und insbesondere synthe-
tischen Bindemitteln. Mit der chemischen Modifikation natürlicher Materialien gelang Charles 
Goodyear 1839 ein technologischer Durchbruch auf diesem Gebiet. Durch die Zugabe von 
Schwefel konnten Naturkautschuk oder andere verwandte Polymere in haltbare Materialien 
umgewandelt werden. Anfang des 20. Jahrhunderts experimentierte Baekeland mit Phenol 
und Formaldehyd [Baekeland, 1909]. Er entdeckte, dass diese Stoffe in einer exothermen Re-
aktion zu einem Kunstharz polymerisierten. Dieser wurde ab 1910 als erster vollsynthetischer 
Kleber mit dem Namen „Bakelit“ industriell hergestellt. Während des zweiten Weltkrieges 
zeigte der Chemiker Dr. Harry Coover, dass die Substanz Cyanoacrylat durch die anionische 
Polymerisation von monomeren 2-Cyanoacrylsäureestern eine starke Klebekraft entwickelt 
[Coover und Shearer, 1957; Falbe, 1997]. Dies war der Grundstein für die Entwicklung des 
Sekundenklebers, welcher schnell an eine Vielzahl von Materialien bindet. 
Die exklusive Verwendung von synthetischen Bindemitteln insbesondere in der Werkstoff-in-
dustrie, die sich über das vergangene Jahrhundert etabliert hat, kann jedoch zukünftig zu Prob-
lemen führen. Dazu zählen die perspektivisch limitierte Verfügbarkeit von fossilen Brennstof-
fen (Öl, Erdgas, Kohle), Umweltprobleme bei der Entsorgung von synthetisch gebundenen 
Materialien wie Holz oder Sand, ein erhöhter CO2-Ausstoß [Krug und Tobisch, 2010; Weber 
und Krug, 2005] sowie die gesundheitliche Belastung durch Formaldehyd [National-
Toxicology-Programm, 2011]. Folglich steigt die Nachfrage nach Formaldehyd-armen bzw. 
weitgehend Formaldehyd-freien Bindemitteln. Bislang waren Harnstoff-Formaldehyd-Verbin-
dungen wie Urea-Formaldehyd (UF), melaminverstärktes UF (MUF), Phenol-Formaldehyd 
(PF) oder Melamin-Urea-Phenol-Formaldehyd (MUPF), Hauptbindemittel für Holzverbundplat-
ten wie Spanplatten oder Faserplatten [Christjanson et al., 2006; Kloeser et al., 2007]. Ihre 
guten Klebeeigenschaften, die hohe Aushärtungsrate und die geringen Herstellungskosten 
gehören zu den attraktiven Eigenschaften. Dennoch besitzen die Formaldehyd-Verbindungen 
eine relativ geringe Wasserbeständigkeit und die Emission von Formaldehyd aus Spanplatten 
durch die geringe Stabilität der Aminomethylenbindung zählen zu den Nachteilen. In Abb. 1-1 
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ist beispielhaft eine Reaktion zur Produktion von UF-Verbindungen gezeigt. Zunächst erfolgt 
eine Additionsreaktion und es kommt zur Ausbildung von Methylolharnstoffen. Anschließend 
verbinden sich die Monomere in einer Kondensationsreaktion zu größeren Polymeren und es 
entsteht während der Aushärtung bei ca. 100 – 140 °C das typische UF-Harz [Pizzi und Mittal, 
2003]. 

 
Abb. 1-1 Reaktion von Harnstoff mit Formaldehyd zur Herstellung von UF-Harz [Pizzi et al., 2020] 

Seit der Neuklassifizierung von Formaldehyd als krebserregende Substanz durch die WHO im 
Jahr 2004 ist es ein wichtiges Ziel, die Verwendung und Exposition zu verhindern [Carvalho et 
al., 2012]. Die zugelassenen Emissionswerte sinken seit 1978 aufgrund internationaler Richt-
linien stetig [Marutzky, 2008]. Sowohl die EU als auch das deutsche Umweltbundesamt haben 
einen Richtwert von 0,1 mL/m3 (ppm) in der DIN EN 16516 und EN 717-1 festgelegt [DIN, 
2017]. Zudem gelten seit Januar 2020 in Deutschland die strengen Emissionsrichtlinien nach 
E05 für Holzwerkstoffe im Innenbereich, die einen Grenzwert von 0,05 ppm nicht überschrei-
ten dürfen. Im März 2021 hat die ECHA (European Chemical Agency) das „Final Background 
Document“ zu möglichen Grenzwerten für Formaldehyd und Formaldehyd emittierende Mate-
rialien auf ihrer Website veröffentlicht [ECHA, 2020]. Der Ausschuss für Risikobewertung 
(RAC) plädiert für eine europaweite Verschärfung des Formaldehydgrenzwertes auf 0,04 ppm. 
Diese Verschärfung würde ein Niveau erreichen, das für eine Vielzahl von Leimen auf Basis 
von Harnstoff-Formaldehyd nicht mehr sicher erreicht werden kann. 
Die Problematik besteht jedoch nicht nur in der Emission nach Fertigstellung, sondern insbe-
sondere bei der Fertigung von Verbundprodukten. Hier sind die Arbeiter/-innen in den Betrie-
ben hohen Formaldehydbelastungen ausgesetzt. Aufgrund der Reglementierung der Emissi-
onswerte und im Sinne des Umweltschutzes und der Nachhaltigkeit besteht ein dringender 
Bedarf an der Entwicklung Formaldehyd-freier Bindemittel aus erneuerbaren Materialien. Als 
bio-basierte Alternative werden Proteine für diesen Ansatz bereits seit langem untersucht 
[Krug und Tobisch, 2010; Substitutionspotenziale, 2010; van Hest und Tirrell, 2001]. Die Vor-
teile der Proteine liegen in ihrer umweltfreundlichen Abbaubarkeit und Atoxizität, in ihrer ge-
ringen immunogenen Wirkung, ihrer funktionellen Vielfalt sowie in ihrer starken spezifischen 
Adhäsion. 
Zusätzlich bieten Proteine im Bereich der Automobilindustrie für Gießereisand einen enormen 
Vorteil gegenüber gängigen Bindemitteln. Die Protein-verklebten Sandkörner können bei-
spielsweise durch einen enzymatischen Verdau nahezu vollständig und umweltschonend re-
cycelt werden. Die Wiederverwendung des Grundwerkstoffes Sand und die Abtrennung des 
Bindemittels ist für Gießereisand üblich [Harris und Lafarge, 2006]. Bisher werden auch in 
diesem Bereich hauptsächlich PF- und UF-Harze verwendet, die je nach Herkunft Rückstände 
anorganischer Bindemittel und/oder unterschiedliche organische Bindemittel sowie deren py-
rolytische Abbauprodukte enthalten. Dies erschwert die Rückgewinnung der Sandkörner. Al-
lein in Deutschland fallen in der Gießereiindustrie etwa 460000 t Gießereirestsand pro Jahr 
an, der in der Regel durch den Produktionsprozess mit Schwermetallen, Säuren und Glanz-
kohlenstoffbildnern belastet ist [Knappe et al., 2012]. Dieser Sand wird nach der 
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Abfallverzeichnis-Verordnung als Abfall eingestuft und muss entsprechend entsorgt werden 
[BMUB, 2017; §3 Abs. 23]. Sand ist jedoch kein nachwachsender Rohstoff und ist nach Was-
ser die zweitwichtigste Ressource unserer modernen Gesellschaft. Die einfachere Rückge-
winnung von Sandkörnen aus dem Gießereisand durch den Einsatz von Proteinen als Binde-
mittel ist aus diesem Grund perspektivisch von großen Interesse.   
Neben den vorgestellten Vorteilen Protein-basierter Bindemittel gibt es jedoch auch Nachteile 
bei der Verwendung natürlicher Proteine. Dazu gehören ihre Quell- und Geruchseigenschaften 
in der materialwissenschaftlichen Produktion. Mit Hilfe biotechnologischer Methoden zum Re-
Design oder dem Einbau spezifischer Modifikationen können diese Nachteile natürlicher Pro-
teine für die Verwendung als neuartige Biomaterialen und zur Erzielung bester Bindungsei-
genschaften vermieden werden. Dabei bietet das Protein-Design und Protein-Engineering im 
Bereich der Materialwissenschaften viele Möglichkeiten, um Proteine für eine spezifische An-
wendung zu verändern und zu optimieren.  
Für ein solches Design müssen zudem die Voraussetzungen eines guten Bindemittels erfüllt 
sein. Nach der DIN-Norm „DIN EN 923“ [Müller, 2015] wird ein Klebstoff als Nichtmetall defi-
niert, dessen Klebkraft durch die Kombination von Adhäsion und Kohäsion bestimmt wird. Aus 
diesem Grund ist auch für das Design eines Klebers auf Polymerbasis eine Kombination aus 
kohäsiven und adhäsiven Anteilen essentiell. Adhäsive Protein-Blöcke sind für die Haftung an 
die spezifische Oberfläche eines Werkstoffs (Adhäsionszone) notwendig, während kohäsive 
Protein-Blöcke in der sog. Kohäsionszone für eine hohe Festigkeit der Polymerschichten und 
Stabilität des Bindemittels wichtig sind [Habenicht, 2009; Industrie, 2001]. Diese Eigenschaf-
ten bringen Proteine von Natur aus mit und eignen sich daher für das Design eines neuartigen 
Klebstoffs. Dieser Zusammenhang ist schematisch in Abb. 1-2 dargestellt.  

 
Abb. 1-2 Allgemeines Prinzip eines guten Klebstoffs modifiziert nach [Industrie, 2001] 
A – Schematische Darstellung eines Querschnitts einer Verklebung, B – Molekulare Kräfte im Bereich 
der Kohäsionszone: 1 – Chemische Bindungen, intramolekular in einem Polymerstrang, 2 – Chemische 
Bindungen, Quervernetzung mehrerer Polymere, 3 – Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den 
Polymerketten. 
 

Die Adhäsion wird durch molekulare Wechselwirkungen zwischen der Klebefläche und dem 
Bindemittel hervorgerufen, die sich in schwächere zwischenmolekulare Wechselwirkungen 
(Van-der-Waals-Kräfte und Wasserstoffbrückenbindungen) und in starke chemische Bindun-
gen (kovalente, metallische und ionische) einteilen lassen (Abb. 1-2 A). Im Bereich der Kohä-
sionszone weist ein Klebstoff spezielle Kunststoffeigenschaften auf. Diese werden von mole-
kularen Kräften verursacht, die im Folgenden und in Abb. 1-2 B schematisch dargestellt sind: 
1 – Chemische Bindungen, intramolekular in einem Polymerstrang, 2 – Chemische Bindungen, 
Quervernetzung mehrerer Polymere, 3 – Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den 
Polymerketten.  
Neben Proteinen sollen an dieser Stelle noch andere Naturstoffe Erwähnung finden. Vielfach 
findet man in der Natur verschiedenste Klebetechniken, die Organismen für ihre 
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Überlebensstrategien nutzen. Dabei kommen neben Proteinen, Polysaccharide (Cellulose, 
Stärke), Polyphenole (Lignin, Urushiol) und Lipide (Terpene, Terpenharze) zum Einsatz. Die 
Klebkraft dieser natürlichen Klebstoffe liegt im Scherversuch in der Größenordnung von 10 – 
14 MPa und  ist  vergleichbar  mit  zahlreichen  synthetischen  Klebstoffen [Onusseit, 2004]. 
Auch die Verwendung natürlicher Kleber ist vielseitig. Auf Basis pflanzlicher Naturprodukte 
wird Stärkeleim (gewonnen aus Mais, Kartoffel oder Reis) als Papierkleber verwendet. Aus 
Holz gewonnene Cellulose wird beispielsweise als Methylcellulose in Tapetenkleister einge-
setzt. Ein bereits frühgeschichtlicher Klebstoff ist das Baumharz. Als Bindemittel eignet sich 
eine verarbeitete Form des Harzes: das Kolophonium [Schälte und Lück, 2020]. Es wird aus 
Kiefern und Fichten gewonnen und findet vielseitig Verwendung, z. B. als Klebstoff für Heft-
pflaster, in Kaugummi und zur Behandlung der Bogenhaare bei Streichinstrumenten. Diese 
kurze allgemeine Vorstellung bio-basierter Klebstoffe verdeutlicht, wie viel Potenzial in der 
Forschung zu maßgeschneiderten Biopolymeren als Alternative zu chemisch-basierten Binde-
mitteln liegt. 

1.1 Protein-Design 
Im Laufe der Evolution hat die Natur komplexe Proteine mit einer Vielzahl an spezifischen 
Eigenschaften geschaffen. Bemerkenswert ist dabei die große Anzahl an Möglichkeiten, die 
sich aus der Kombination der 20 Aminosäuren ergibt und daraus unterschiedlichste Proteine 
mit einer definierten Funktion hervorgehen können. Doch während des natürlichen Evolutions-
prozesses wurde aus dem gesamten Sequenzraum (20n, wobei n = Länge der Polypeptidkette) 
nur eine sehr kleine Teilmenge verwendet, die für die notwendigen Funktionalitäten des Le-
bens ausreicht [Huang et al., 2016]. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 1-3 für n = 100 sche-
matisch dargestellt. Die nativen Proteine (beige) lassen sich in Proteinfamilien einteilen, die 
sich im Laufe der Evolution entwickelt haben [Vendruscolo und Dobson, 2005]. Viele Wissen-
schaftler haben sich in den letzten Jahrzehnten mit der Klassifizierung nativer Proteine befasst 
[Hicks et al., 2014]. Beispielsweise wurde 1997 die Pfam-Datenbank (Protein Families) aufge-
baut, die eine maschinelle Kategorisierung von Proteindomänen vornimmt und dabei alle be-
kannten Proteine mit einbezieht [El-Gebali et al., 2019; Sonnhammer et al., 1997]. 

 
Abb. 1-3 Schematische Darstellung des Proteinsequenzraums modifiziert nach [Huang et al., 
2016]  
Die Evolution hat nur einen winzigen Bruchteil des gesamten möglichen Sequenzraumes genutzt (blau), 
dabei haben sich die Proteine zu eng gebündelten Familien nativer Proteine (beige) gruppiert. Die ge-
richtete Evolution ist auf eine Region des Sequenzraumes beschränkt, die die nativen Proteine umgibt 
(rot), während das de novo Protein-Design den gesamten Sequenzraum erforschen kann. Sequenz-
raum beispielhaft für n = 100. 
 
Die erweiterte Nutzung und Erforschung des gesamten Sequenzraumes, der nicht von der 
Gruppe der nativen Proteine abgedeckt wird, ist in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der 
Forschung gerückt. Das Design artifizieller Proteine kann zu Proteinen mit erweiterten oder 
völlig neuen Funktionen führen, sowie unser Verständnis der Proteinbiochemie verbessern. 
Für ein solches Design gibt es im Allgemeinen zwei Möglichkeiten: die gerichtete Evolution 
und das de novo Design. Für den Ansatz der gerichteten Evolution wird als Grundlage ein 
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bestehendes Proteinmolekül verwendet, welches bereits eine definierte Struktur und eine be-
stimmte Funktionalität hat (z.B. Protein-Protein-Interaktion, enzymatische Aktivität, Stabilität) 
[Jäckel et al., 2008]. Mit dieser Strategie können Proteine durch minimale Veränderungen (z.B. 
randomisierte Mutagenese) neue Funktionen erlangen ohne ihre Gesamttopologie zu beein-
flussen [Dougherty und Arnold, 2009]. Daher ist die gerichtete Evolution auf die Region im 
Sequenzraum beschränkt, die die nativen Proteine unmittelbar umgibt (Abb. 1-3).   
Andererseits gibt es das de novo Design von Proteinen, in dem der gesamte Sequenzraum 
erforscht werden kann. Die Erstellung kombinatorischer Bibliotheken von de novo Aminosäu-
resequenzen bietet dabei eine große Vielfalt an Möglichkeiten zur Entdeckung neuartiger Pro-
teine mit interessanten Eigenschaften. Dennoch ist das de novo Design bzw. die funktionelle 
Vorhersage zur Entwicklung von neuen Proteinen aufgrund der hohen Freiheitsgrade wesent-
lich komplexer, sowohl auf sequenzieller als auch auf struktureller Ebene, insbesondere die 
intramolekularen Wechselwirkungen betreffend. Völlig zufällig generierte Sequenzen falten 
sich häufig nicht zu stabilen proteinähnlichen Strukturen [Hecht et al., 2004; Kohn et al., 2007]. 
Denn die stabilisierenden Wechselwirkungen, die das Protein in seinen favorisierten Zustand 
führen, sind oft schwer zu quantifizieren und rechnergestützt vorherzusagen. Zur Optimierung 
einer Sequenzbibliothek können aber Ansätze des rationalen Designs verwendet werden, um 
die Qualität der generierten Bibliothek zu verbessern [Kang und Saven, 2007]. Durch Fokus-
sierung auf bestimmte Regionen des Sequenzraumes, die beispielsweise helikale oder β-falt-
blattartige Strukturen ausbilden, kann dieses Problem gelöst werden. Die Grundidee hinter 
den derzeitigen Ansätzen für das computergestützte Protein-Design (CPD) besteht darin, 
strukturelle Eigenschaften (z.B. für die Faltung und Bindung) so weit wie möglich auf der 
Grundlage physikalischer Prinzipien zu modellieren [Baker, 2019]. Seit den 1990er Jahren 
versuchen Forscher eine verlässliche Modellierung von Proteinmolekülen auf der Basis eines 
strukturellen Rückgrat-templates zu ermöglichen [Kortemme et al., 1998; Saven, 2002; Zhou 
et al., 2020]. Vor allem der Forscherkreis um David Baker hat durch die Entwicklung der Ro-
setta-Plattform (Gemeinschaft von Forschern und Programmierern) auf diesem Gebiet bedeu-
tende Fortschritte erzielt [Kuhlman und Baker, 2000]. Mit der Technologie AlphaFold (Deep-
Mind, London, UK) ist Forschern ein weiterer Meilenstein in der Vorhersage und somit auch 
der Entwicklung von Proteinstrukturen gelungen, die in der Zukunft sicher die Proteinforschung 
maßgeblich bestimmen wird [Callaway, 2020; Service, 2020]. Das aktuellste Modell ProtGPT2 
wurde von dem Forschungsteam um Prof. Dr. Birte Höcker entwickelt [Ferruz und Höcker, 
2022; Ferruz et al., 2022]. Das computerbasiertes Modell ProtGPT2 entwirft eigenständig neue 
Proteine, die zu stabilen Faltungen fähig sind und definierte Funktionen in größeren moleku-
laren Zusammenhängen übernehmen könnten.  
 

Für das Design funktioneller Biomaterialien steht somit eine Vielzahl von Möglichkeiten zur 
Verfügung. In den letzten Jahrzehnten wurde diesbezüglich vor allem im Bereich des Tissue 
Engineering und den Materialwissenschaften an der Entwicklung von Hydrogelen zur Nach-
ahmung der dynamischen Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazellulären Matrix 
geforscht [Griffith und Naughton, 2002; Maskarinec und Tirrell, 2005]. Funktionelle Hydrogele 
können so designt werden, dass sie biokompatibel sind und sich durch Reize wie pH- oder 
Temperaturveränderung stimulieren lassen [Zeng et al., 2016]. Diese Eigenschaften sind be-
sonders im Bereich der biomedizinischen Anwendungen gefragt.  
Als Grundlage für das Design werden häufig repeat-Proteine verwendet, die aufeinanderfol-
gende homologe Struktureinheiten enthalten [Andrade et al., 2001; Main et al., 2005]. Diese 
sind in der Natur allgegenwärtig und an vielen wesentlichen Prozessen (Protein-Protein-
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Interaktionen, Stabilität, Bindungsprozesse) beteiligt. Die natürlichen Strukturproteine reichen 
von einfachen kristallinen β – Strukturen (z.B. Poly-Ala in Spinnenseiden) über dreifach heli-
kale Strukturen (z.B. Kollagen in Knochen), antiparallele β – Faltblattstrukturen bis hin zu β –
Fass Strukturen (z.B. Transmembranproteine) oder einer Kombination aus α-Helices und an-
tiparallelen β-Faltblatt-Strukturen (z.B. Zinkfinger-Domäne in Transkriptionsfaktoren) [Kajava, 
2012]. Eine kleine Auswahl von Strukturproteinen ist in Abb. 1-4 dargestellt. Die spezifisch 
elastischen, starren oder zähen Eigenschaften dieser Strukturproteine sind auch für die mate-
rialwissenschaftliche Forschung interessant und eignen sich für das Design neuartiger Protein-
basierter Materialien. Beim Design können zudem neue Funktionen beispielsweise durch Ein-
fügen, Entfernen oder Austauschen von Struktureinheiten erzielt werden.  

 
Abb. 1-4 Mögliche Einteilung von repeat-Proteinen basierend auf der Länge ihrer Wiederholun-
gen nach [Kajava, 2012]  
Dargestellt sind Beispiele der Repeat-Proteinklassen. Klasse I: 1 – kristalline β-Struktur von Poly-Ala; 
Klasse II: 2 – Tripelhelix von Kollagen, 3 – α-helikale coiled-coil Struktur; Klasse III: 4 – β-Solenoid-
Struktur, 5 – α/β-Solenoid des LRR-Proteins (Leucin-reiches Repeat), 6 – α-Solenoid-Struktur, 7 – Tri-
mer aus β-Spiralen, 8 – antiparallele β-Faltblattstruktur; Klasse IV: 9 – TIM-Fassstruktur (Triosephos-
phat-Isomerase), 10 –  porenbildende β-Fass Struktur, 11 – β-Trefoil-Struktur, 12 – β-Propeller Struktur 
und Klasse V: 13 – Zink-Fingerdomäne, 14 – Poly-Ubiquitin-Kette. 

1.2 Inspiration aus der Natur 
In der Natur angewandte Prinzipien zur Ausbildung dreidimensionaler Strukturen bieten eine 
vielversprechende Grundlage für die Entwicklung bio-basierter Bindemittel. Neben dem struk-
turellen Aspekt bietet die Natur zusätzlich eine große Auswahl an Proteinen mit adhäsiven 
Eigenschaften zur Haftung an bestimmte Oberflächen. Bio-basierte Bindemittel sind in der 
Lage Hohl- und Zwischenräume zu füllen, unterschiedliche Materialien zu verbinden und 
starke Verbindungen durch eine hohe Scher- und Zugfestigkeit zu erzeugen [Favi et al., 2014]. 
Die in Kapitel 1.1 (S. 4) beschrieben Grundlagen für das Design von Proteinen sollen im Fol-
genden an ausgewählten Beispielen vorgestellt werden. 
Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften wurden in den letzten Jahrzehnten vor allem Fa-
serproteine wie Seide, Elastin und Kollagen untersucht. Doch die Übertragung dieser 
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natürlichen Strukturkonzepte auf bio-inspirierte Materialien stellt eine Herausforderung für Ma-
terialwissenschaftler dar. Vor allem die Wechselwirkungen zwischen Struktur und Funktion, 
sowie deren Kontrolle während der Proteinfaltung kann von klassischen Polymerisationsver-
fahren oft nicht gewährleistet werden. Die Verwendung biologischer Systeme zur Produktion 
von Materialien rückte daher schon zeitig in den Fokus der Forschung [van Hest und Tirrell, 
2001]. Durch Protein-Engineering können künstliche Materialien auf Proteinbasis erzeugt wer-
den, die neue und verbesserte Eigenschaften haben. Eine Übersicht der Vielfalt an gentech-
nischen Möglichkeiten ist schematisch in Abb. 1-5 dargestellt.  

 
Abb. 1-5 Möglichkeiten für das Design von Bio-inspirierten Materialien durch Gentechnik modi-
fiziert nach [Dinjaski und Kaplan, 2016] 
Die dargestellten Strategien umfassen die Aufnahme von nicht-natürlichen Aminosäuren (I), die Aus-
wahl spezifischer Domänen (A,B) und deren kombinatorisches Design (II), die Funktionalisierung von 
natürlichen Sequenzen (III), rekombinante Chimäre Protein-Designs (IV, z.B. Kollagen-Seide) und die 
Produktion von dynamische Systemen (V), die auf äußere Reize wie pH-Wert oder Temperatur reagie-
ren können (z.B. SELPs). Im Anschluss können die Polymere post-translational modifiziert werden. Bei-
spielsweise kann durch Tyrosinase eine zusätzliche Hydroxylgruppe an Peptid-gebundene Tyrosine 
eingefügt werden und es entsteht L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA). 
 

Für das Design neuartiger Biomaterialien können Proteine oder Peptidsequenzen verwendet 
werden. Dabei kann der genetische Code durch das Einfügen nicht-kanonischer Aminosäuren 
(AS) erweitert werden (I, Abb. 1-5). Es wurde bereits gezeigt, dass einige Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen in der Lage sind neben natürlichen Aminosäuren auch nicht-kanonische AS wie 
z.B. p-Acetylphenylalanin, p-Fluorophenylalanin oder L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) 
als Substrate zu verwenden und während der Proteinbiosynthese in die Sequenz einzubauen 
[Fan et al., 2014; Melnikov und Söll, 2019]. Zusätzlich bietet die Kombination von verschiede-
nen Proteindomänen (II, Abb. 1-5) einen vielversprechenden Ansatz, um rekombinante Mate-
rialien auf Proteinbasis mit multiplen Funktionalitäten zu produzieren [Dinjaski und Kaplan, 
2016; Lin und Liu, 2016; Matsuura et al., 2004]. Dieser modulare Aufbau im Design wurde 
bereits vielfach untersucht, z.B. mehrschichtige Strukturen bestehend aus Elastin-ähnlichen 
Polypeptiden (ELPs) und Peptid-Amphiphilen (PAs) [Inostroza-Brito et al., 2015], Hydrogele 
aus den Vernetzungsdomänen SpyTag und SpyCatcher mit ELP-Domänen [Sun et al., 2014] 
oder die Kombination von Seiden-Elastin-ähnlichen Polypeptiden (SELPs) [Wang et al., 2014]. 
Eine weitere Option für das Design von Biomaterialen ist die Funktionalisierung natürlicher 
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Proteindomänen (III, Abb. 1-5). Beispielsweise wurde die Domäne des Spinnenseidenproteins 
mit einem Peptid-Motiv aus dem Protein Silaffin (R5) fusioniert, welches an der Morphogenese 
der Silica-Zellwände von Diatomeen beteiligt ist. Das Silica-bindende Peptid induziert und re-
guliert die Fällung von Kieselsäure in chimären Protein-Designs unter ambienten Bedingungen 
und trägt somit zur Biomineralisation an Oberflächen bei [Huang et al., 2017]. Des Weiteren 
ist die Entwicklung von Hybridsystemen ein vielversprechender Ansatz im Protein-Design (IV, 
Abb. 1-5). Die Kombination von Sequenzen verschiedener Faserproteine (Elastin, Kollagen, 
Seide) führte in den vergangenen Jahren zu neuartigen Eigenschaften oder Funktionen von 
Biomaterialien [Foo und Kaplan, 2002; Huang et al., 2017; Huang et al., 2015; Wang et al., 
2014]. Martens und Kollegen konnten durch die Kombination von Sequenzen aus der Seiden-
spinner-Seide (SLP’s – engl. Silk-like peptides) und Kollagen-ähnlichen Peptiden (CLP’s – 
engl. Collagen-like peptides) ein neues Biomaterial mit maßgeschneiderten mechanischen Ei-
genschaften herstellen, welches zugleich biologische Wechselwirkungen für spezifische 
in vivo und in vitro Anwendungen sowie eine gezielte Wirkstoffabgabe in Geweben ermöglicht 
[Martens et al., 2009b]. Eine Erweiterung der Chimären stellt das Einfügen von Sequenzen, 
die auf äußere Reize oder Veränderungen reagieren dar (V, Abb. 1-5). So können beispiels-
weise Biomaterialien entstehen,  deren mechanische Eigenschaften sich durch Stimuli wie 
Temperatur, pH-Wert oder Ionenstärke verändern [Wang et al., 2014]. Diese dynamischen 
Eigenschaften wurden insbesondere für Biopolymere bestehend aus Sequenzen der Seiden-
spinner-Seide und Elastin-ähnlichen Peptiden (ELP’s – engl. Elastin-like peptides) untersucht 
[Collins et al., 2014; Dandu et al., 2009; Machado et al., 2013; Qiu et al., 2010]. Diese soge-
nannten SELP’s (engl. Silk-Elastin-like peptides) zeigten gewünschte Eigenschaften in Bezug 
auf Zugfestigkeit und Adhäsion. Des Weiteren haben Winkler und Kollegen eine sich wieder-
holende Konsensus-Sequenz aus der Tragfadenseide von Spinnen mit einem Redox-Schalter 
und einer flankierenden Poly-Ala-Sequenz erweitert, sodass die Ausbildung der β-Faltblätter 
vom Redoxzustand abhängig ist. Das artifizielle Protein wurde in E. coli produziert und er-
laubte Einblicke in Selbstorganisation von Faserproteinen [Winkler et al., 1999].  
 

Neben den vielen neuen Möglichkeiten, die das Protein-Design artifizieller Biomaterialen er-
möglicht, gibt es eine große Herausforderung für deren Produktion in heterologen Organis-
men. Die natürlichen tierischen Faserproteine wie Elastin, Kollagen, Resillin und Spinnensei-
den enthalten eine hohe Anzahl an sich wiederholenden Sequenzblöcken und sind in der re-
kombinanten Synthese vor allem in prokaryotischen Produktionsorganismen durch die Limitie-
rung des natürlichen t-RNA-Pools eingeschränkt. Beispielsweise liegt allein der Anteil an Gly 
im nativen Spinnenseidenprotein bei 44,9 %. Ein möglicher Lösungsvorschlag wurde in einer 
Arbeit von Xia und Kollegen untersucht [Xia et al., 2010]. Dafür wurde ein E. coli Stamm ver-
wendet, dessen tRNA-Pool für Gly durch metabolic Engineering erhöht wurde. Dadurch konn-
ten rekombinante Spinnenseidenproteine nativer Größe von 54,6 – 284,9 kDa erfolgreich pro-
duziert und zu einer Faser gesponnen werden, deren mechanische Eigenschaften mit denen 
der nativen Seide vergleichbar waren. Des Weiteren wurde der Einfluss von zusätzlichen Ami-
nosäuren (AS) im Kultivierungsmedium während der Produktion repetitiver ELP-Proteine un-
tersucht [Chow et al., 2006]. Vor allem durch die Zugabe von Pro und Ala, die einen hohen 
Anteil in ELP-Sequenzen ausmachen, konnte die Ausbeute eines ELP-GFP (engl. Green 
fuorescent protein) Fusionsproteins um das 6-fache auf einen Wert von 1,6 g/L in Schüttelkol-
benkulturen gesteigert werden. Darüber hinaus zeigte auch die Zugabe anderer AS zum Kul-
tivierungsmedium, die nicht in ELP vorkommen, z. B. Asn, Asp, Gln und Glu, einen positiven 
Effekt auf die Proteinausbeute. Dadurch wurde gezeigt, dass eine Optimierung der 
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Kultivierungsbedingungen für die rekombinante Produktion repetitiver Sequenzen vorteilhaft 
sein kann. 

1.3 Funktionsbasiertes Design der Proteine für materialwis-
senschaftliche Anwendungen 

1.3.1 Grundidee 
Aus den vorherigen Kapiteln geht hervor, dass für das Design bio-inspirierter Materialien eine 
Vielzahl an Möglichkeiten zur Verfügung steht. Das Protein-Design, sowie die zu Grunde lie-
gende Proteinsequenz sollte je nach Anwendungsgebiet ausgewählt werden, um spezifische 
Eigenschaften für eine bestimmte Applikation zu gewährleisten. Anwendungen natürlich inspi-
rierter Biomaterialen reichen von Hydrogelen, Tissue Engineering für medizinische Anwen-
dungen, Nanofibrillen bis hin zu Klebstoffen. Basierend auf dem allgemeinen Prinzip eines 
guten Klebstoffs ist für das Design eine Kombination aus kohäsiven und adhäsiven Protein-
Blöcken notwendig (Kap. 1, Abb. 1-2, S. 3). Die Zielproteine der vorliegenden Arbeit sollten 
zudem keinen oder nur einen sehr geringen Anteil an schwefelhaltigen Aminosäuren (AS) ent-
halten. Dadurch sollte eine mögliche Geruchsbildung bei Erwärmung der Proteine verhindert 
werden. Aus diesem Grund wurden gezielt Proteinsequenzen für das Design verwendet, die 
im Zielprotein (nach Aufarbeitung und Abspaltung von Protein-tags zur Reinigung) kein Cys-
tein und Methionin enthalten.  

 
Abb. 1-6 Oberflächenchemie von Siliciumdioxid (SiO2), modifiziert nach [Coyle und Baneyx, 
2014] 

Silanolgruppen auf der Oberfläche von SiO2. 1 – Freies Silanol, 2 – Wasserstoff-gebundenes 
/ vicinales Silanol, 3 – Geminales Silanol und 4 – Siloxan. 
 

Für das Protein-Design wurde ebenfalls das Zielmaterial für eine mögliche Nutzung als Binde-
mittel betrachtet. In der vorgelegten Arbeit sollte ein Proteinkleber für den Rohstoff Sand un-
tersucht werden. Sand wird im Bereich der Automobilindustrie für Gießereisand eingesetzt 
(Kap. 1, S. 1) und besitzt eine hydrophile Oberfläche, welche vorwiegend aus Siliciumdioxid 
(SiO2) besteht. Die Oberflächenchemie von SiO2 ist in Abb. 1-6 gezeigt und lässt sich in freies 
Silanol, vicinales Silanol, geminales Silanol und Siloxan einteilen. Silica- oder Mica-Oberflä-
chen (OF) werden bevorzugt in der Klebstoffforschung als experimentelles Substrat einge-
setzt, weil Mica atomar „glatt“ und seine Oberflächenchemie gut reproduzierbar ist. Demnach 
sollten als adhäsive Blöcke Proteinsequenzen ausgewählt werden, die in der Lage sind, an 
SiO2-OF zu binden. Die Untersuchungen der Klebkraft erfolgten demnach in der vorliegenden 
Arbeit an Mica-OF. Unter Berücksichtigung dieser Aspekte wurde ein Baukastensystem be-
stehend aus verschiedenen Protein-Blöcken (adhäsiv, kohäsiv, Linker, Protein-tags) entwi-
ckelt, welches detailliert in Kap. 1.4 (S. 10) vorgestellt wird.  
Zusätzlich zur zielgerichteten Auswahl der Protein-Blöcke wurde auch deren Kombinierbarkeit 
im Hinblick auf die Produktion und Aufarbeitung der Proteine geprüft und bewertet. Neben der 
klassischen chromatografischen Reinigung, wurden alternative Reinigungsstrategien wie das 
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Inverse transition cycling (ITC), fraktionierende Fällung, Acetonextraktion und Hitzefällung in 
Betracht gezogen. 
 

Für das Design der neuartigen Proteine wurden folgende Parameter festgelegt:  
(I) Design nach dem Prinzip eines guten Klebstoffs auf Polymerbasis aus einer 

Kombination aus kohäsiven und adhäsiven Anteilen nach DIN-Norm „DIN EN 
923“ [Müller, 2015] 

(II) Vermeidung schwefelhaltiger Aminosäuren  
(III) Siliciumdioxid (SiO2, Hauptbestandteil von Sand) als Zieloberfläche für den Pro-

teinkleber 
(IV) Informationen zu heterologer Produktion der Proteinsequenz (Primärliteratur) 

1.4 Protein-Blöcke in Biomaterialien 
In der Literatur werden für das Design von Biomaterialen verschiedene Protein-Blöcke ver-
wendet. Eine Auswahl wird nach ihrer Funktionalität im Folgenden vorgestellt.  
 

 
Abb. 1-7 Übersicht zu bekannten Protein-Blöcken aus der Literatur 
Das Baukastensystem besteht aus vier Hauptelementen: tag-Sequenzen (orange), Linker-Sequenzen 
(weiß), adhäsive Blöcke (grün) und kohäsive Blöcke (blau). Die tag-Sequenzen lassen sich nach ihrer 
Funktion einteilen: Reinigung (His6-tag), Funktion (Car9 = Dodecapeptid DSARGFKKPGKR) und De-
tektion (c-myc-tag). Als Linker-Sequenz wurde ein flexibler Gly-Ser-Linker (GGGGS)n verwendet. Für 
die Auswahl der adhäsiven Blöcke wurden Proteinsequenzen mariner Organismen betrachtet: Mfp-3 – 
Muschelfußproteine-3 der Gattung Mytilus, Rsn-2 – Ranaspumin 2 aus E. pustulosus, CP19 – Zement 
-Protein 19 aus F. albicostatus, PC1 – Polychaeten-Zementpeptide aus P. californica und Nectin aus 
P. lividus. Die Auswahl der kohäsiven Blöcke wurde von natürlichen Strukturproteinen inspiriert: ELP –  
Elastin-ähnliche Polypeptide aus H. sapiens, TE – Tropoelastin aus H. sapiens, RLP – Resilin-ähnliche 
Polypeptide aus D. melanogaster, CLP – Kollagen-ähnliche Polypeptide aus, SLP – Seiden-ähnliche 
Polypeptide aus B. mori und die Leucin-Zipper-Sequenz aus Eukaryoten.  
 

Die Protein-Blöcke lassen sich in ein Baukastensystem einordnen, welches aus adhäsiven und 
kohäsiven Blöcken, sowie tag- und Linker-Sequenzen besteht. Für den Einsatz als Bindemittel 
sind folgende sechs Kriterien an die Proteinsequenzen wichtig: Dazu gehören die in der Lite-
ratur beschriebene rekombinante Produktion, Fusionen (relevant im Hinblick auf die Materi-
aleigenschaften oder für die Proteinaufarbeitung), Material- und/oder Bindeeigenschaften, so-
wie die Komplexität, der Neuheitswert als auch die Risikobewertung. Eine Übersicht interes-
santer Protein-Blöcke aus der Natur sind in Abb. 1-7 dargestellt. Detaillierte Informationen der 
Protein-Sequenzen sind tabellarisch im Anhang hinterlegt (Kap. 8.3, Tabelle 8-11, S. 195). 
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1.4.1 Adhäsive Protein-Blöcke 
In der Literatur ist eine Vielzahl von Proteinsequenzen mit adhäsiven Eigenschaften beschrie-
ben. Eine Übersicht ausgewählter Proteine befindet sich in Tabelle 1-1 (S. 11): Zement Protein 
19 (CP19) aus der Seepocke (i), Ranaspumin-2 (Rsn-2) aus dem Frosch (ii), Polychaet-Ze-
mentpeptide (PC1) aus dem Sandburgenwurm (iii) und Muschelfußproteine (Mfp) aus Mu-
scheln (iv).  

Tabelle 1-1 Übersicht adhäsiver Proteine mariner Organismen  

Protein Herkunft Art MW 
(kDa) 

 Heterologe 
Produktion 

 Literatur 

(i) CP19  Seepocke Fistulobalanus  
albicostatus 

17,3  E. coli  [Kamino, 2013; Liang et al., 
2015; Urushida et al., 2007] 

(ii) Rsn-2  Frosch Engystomops 
pustulosus 

11,1  E. coli  [Cooper und Kennedy, 2010; 
Cooper et al., 2017] 

(iii) PC1  Sandbur-
genwurm  

Phragmatopoma 
californica 

14,6  Nein  [Stewart, 2011; Zhao et al., 
2005]. 

(iv) Mfp  Muschel       
    Mefp-3  Mytilus edulis 5,83  Nein  [Waite und Tanzer, 1981] 
    Mgfp-3  Mytilus  

galloprovincialis 
5,59  E. coli 

 
 [Hwang et al., 2005] 

Mfp – Muschelfußproteine, CP19 – Zement-Protein 19, Rsn-2 – Ranaspumin 2, PC1 – Polychaeten-
Zementpeptid. 
 

(i) CP19 wird in der Literatur als vielversprechender Kleber beschrieben. Durch elektro-
statische Wechselwirkungen in der Polypeptidkette wird eine Aggregation vermittelt, 
die zu einer hohen Zugfestigkeit führt [Kamino, 2013; Urushida et al., 2007].  

(ii) Das Froschschaum-Protein Rsn-2 weist ebenfalls adhäsive Eigenschaften auf und be-
sitzt eine helikale β-Faltblattstruktur, die an einer Luft-Wasser-Grenzfläche eine offene 
Konformation einnimmt [Cooper und Kennedy, 2010; Cooper et al., 2017]. Diese Ei-
genschaft von Tensidproteinen eignet sich für den Einsatz in Klebstoffen zur Reduzie-
rung der Oberflächenspannung für eine verbesserte Substratbenetzung sowie zur Ver-
meidung von Problemen bei der Beschichtung von schwierigen Oberflächen (nass, 
glatt oder unstrukturiert) [Iturri et al., 2015].  

(iii) Die hauptsächlich unstrukturierten PC1-Peptide (random-coil) aus Polychaeten beste-
hen hauptsächlich aus Gly, Lys und Tyr. Ungefähr 2/3 der Tyrosine sind zu DOPA 
modifiziert [Endrizzi und Stewart, 2009]. Die Peptide bilden durch saure und basische 
Seitenketten innerhalb der Peptidsequenz unter dem Einfluss von Mg2+- und Ca2+-Io-
nen Koazervate [Stewart, 2011; Zhao et al., 2005]. Dieser Prozess ist pH-abhängig. 
Die Klebstoff-bildenden Koazervate weisen eine hohe Haftfestigkeit auf, die 40 % der 
von Cyanacrylat-Klebstoffen entspricht [Shao et al., 2009].  

(iv) Muschelfußproteine (Mfp) erlauben der Muschel unter sehr rauen Umweltbedingungen 
an diversen Oberflächen im Meer zu haften [Martinez Rodriguez et al., 2015]. Die Mfp 
zeichnen sich durch das Vorhandensein der post-translationalen Modifikation (PTM) 
von Tyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) in der Peptidkette aus [Waite und 
Tanzer, 1981]. DOPA wird in der Literatur als Schlüsselmolekül für die Klebeeigen-
schaften mariner Organismen beschrieben [Deming, 1999; Lee et al., 2006]. Aus  die-
sem Grund eignen sich Mfp und Mfp-basierte Sequenzen für den Einsatz als bio-
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basierte Klebstoffe sowie berichteter adhäsiver Klebeeigenschaften [Hwang et al., 
2013; Kim et al., 2018]. 

 

Aus einer umfangreichen Literaturrecherche zu adhäsiven Protein-Blöcken wurden Mfp als 
zentraler Block für das Protein-Design der vorliegenden Arbeit ausgewählt. Grund war zum 
einen das Vorhandensein von DOPA und der Vielfalt an Adhäsionsmöglichkeiten an verschie-
dene Materialien [Gebbie et al., 2017; Kord Forooshani und Lee, 2017; Rev.; Waite, 2017], 
auch an hydrophilen Oberflächen wie SiO2 [Li und Zeng, 2016; Mian et al., 2014]. Darüber 
hinaus war in der Literatur bereits die rekombinante Produktion ausgewählter Mfp in E. coli 
beschrieben [Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. Auch für rekombinante Mfp wurden die 
charakteristischen adhäsiven Eigenschaften nachgewiesen und sind bisher für biomedizini-
sche Anwendungen als Wundkleber beschrieben [Hwang et al., 2013; Kim et al., 2018]. Da 
Mfp-basierte Proteine die Grundlage für das Design der in der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten Designer-Proteine bildeten, werden Mfp in den folgenden Kapiteln vorgestellt. 

1.4.1.1 Muschelfußproteine 
Muscheln können unter sehr rauen Umweltbedingungen innerhalb von 30 s bis 8 min abhän-
gig vom Alter, wobei Jungmuscheln am schnellsten sind, an festen Oberflächen im Meer haf-
ten [Martinez Rodriguez et al., 2015]. Die Ursache für diese einzigartigen Hafteigenschaften 
ist ein heterogenes Proteingemisch, das verschiedene Muschelfußproteine (Mfp) enthält. Die-
ser komplexe Proteincocktail wird im inneren Gewebe der Muschel synthetisiert und ausge-
schieden, um den so genannten Adhäsionsbyssus zu bilden. Einer der führenden Wissen-
schaftler auf diesem Forschungsgebiet, Herbert Waite, war einer der ersten, der den Mu-
schelbyssus systematisch analysiert und die zugrunde liegende Biochemie beschrieben hat 
[Waite, 1983a; Waite und Andersen, 1978b; Waite und Andersen, 1980]. Waite und seine Kol-
legen entdeckten in der Polypeptidkette von Mfp eine häufig auftretende post-translationale 
Modifikation (PTM) von Tyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA). In der Folge wurde 
DOPA als Schlüsselmolekül der Adhäsion an verschiedenen Oberflächensubstraten identifi-
ziert [Waite, 1983b; Waite und Tanzer, 1981]. Diese PTM in den Mfp lässt auf die Existenz 
einer 3-Tyrosyl-Hydroxylase oder Tyrosinase schließen, die jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt 
noch nicht genau identifiziert und charakterisiert wurde. In transkriptomischen Analysen der 
Muschel Perna viridis konnten zwei Tyrosinase-ähnliche Sequenzen gefunden werde. Jedoch 
konnten noch keine Hydroxylase-Aktivitäten dieser Proteine gezeigt werden [Guerette et al., 
2013].  
Der bereits erwähnte Adhäsionsbyssus wird aus dem Fuß der Muscheln abgesondert und be-
steht aus einem Bündel von Muschelfäden (Abb. 1-8 A), die in einer ausgewachsenen Muschel 
jeweils 2 – 6 cm lang sein können. Ein Muschelfaden enthält drei Teile: einen adhäsiven 
Plaque, einen steifen distalen Teil und einen proximalen Teil [Silverman und Roberto, 2007; 
van Hest und Tirrell, 2001]. Die Byssusfäden und die Plaques bestehen aus 25 – 30 verschie-
denen Proteinen. Fünf davon sind ausschließlich Plaque-Proteine, die in der Reihenfolge ihrer 
Entdeckung benannt wurden (Mfp-2 bis Mfp-6). Eine Ausnahme bildet Mfp-1, welches das 
Schlüsselprotein in der Kutikula des Adhäsionsbyssus bildet. Des Weiteren enthalten die Mu-
schelfäden Kollagen-ähnliche Proteine (preCOLs) sowie Fadenmatrixproteine (TMP-1). Die 
biochemischen Eigenschaften der jeweiligen Proteine bestimmen ihre spezifische Lokalisation 
und deren funktionelle Rolle für die Muschel [Lee et al., 2011; Silverman und Roberto, 2010; 
Waite, 2017]. In Tabelle 1-2 (S. 13) sind die Eigenschaften der Proteine im Adhäsionsbyssus 
der am besten erforschten Muschelgattung Mytilus zusammengefasst.  
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Abb. 1-8 Schematische Übersicht zur Adhäsion der Muschel an eine Oberfläche, modifiziert nach 
[Lee et al., 2011; Rev.; Waite, 2017] 
A) Ausgewachsene Muschel (5 cm Länge), deren Byssus an einer Mica-Oberfläche befestigt ist. Jeder 
Byssus besteht aus einem Bündel von Fäden (threads), die am Ende mit klebrigen Plaques ausgestattet 
sind. B) Schematische Darstellung der Verteilung der Muschelfußproteine 1 – 6 (Mfp-1 – violett, Mfp-2 
– blau, Mefp-3 – grün, Mfp-5 – gelb, Mfp-6 – rot) im Muschelfuß (foot). Mfp-3 und Mfp-5 sind dabei an 
der Adhäsion an eine Oberfläche beteiligt. 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde für das Design der Proteine aus den bekannten Mfp im Ad-
häsionsbyssus Mfp-3 als adhäsiver Block ausgewählt. Wie in Abb. 1-8 B gezeigt, ist Mfp-3 
neben Mfp-5 maßgeblich am Adhäsionsprozess von Muscheln an eine Zieloberfläche beteiligt. 
Mfp-5 enthält als post-translationale Modifikation, neben DOPA, Phosphoserin (pSer). Die Bil-
dung sowie die Rolle von pSer in Mfp-5 in der Adhäsion ist bislang nicht vollständig geklärt 
[Kord Forooshani und Lee, 2017]. Im Allgemeinen ist pSer für seine Fähigkeit bekannt, an 
kalkhaltige Mineralien zu binden (z.B. Statherin). Es wird vermutet, dass die Phosphoserine 
Kalzium oder eine kalkhaltige Mineraloberfläche binden und folglich eine wichtige Rolle in der 
Adhäsion von Mfp-5 einnehmen [Waite und Qin, 2001]. Um die Komplexität unterschiedlicher 
PTMs (Hydroxylierung und Phosphorylierung in Mfp-5) in den Designer-Proteinen zu vermei-
den, die einen Einfluss auf die Bindung zeigen können, wurde Mfp-3 für das Design in der 
vorliegenden Arbeit ausgewählt. Darüber hinaus wurde die Bindung von Mfp-3 bereits an einer 
Vielzahl von Oberflächen in der Literatur gezeigt [Even et al., 2008; Höök et al., 2001; Hwang 
et al., 2005; Hwang et al., 2004; Kim et al., 2018; Mian et al., 2014]. Die vielversprechenden 
Eigenschaften von Mfp wurden auch an Mica-Oberflächen [Yu et al., 2011b] und anderen Me-
talloxid-Oberflächen [Lee et al., 2006] nachgewiesen.  

Tabelle 1-2 Vergleich der bekannten Proteine im Adhäsionsbyssus der Spezies Mytilus hinsicht-
lich der Lokalisierung im Byssus, Molekulargewicht (MW), Struktur, Modifikation und Funktion. 
(PPII – Polyprolin-II-Helix; EGF – Epidermaler Wachstumsfaktor; DOPA – L-3,4-Dihydroxyphe-
nylalanin, HyR – Hydroxyarginin; HyP – Hydroxyprolin; pSer – Phosphoserin; Trimer – Masse 
entspricht dem Trimer; OF – Oberfläche) 

Protein Lokalisation  MW (kDa) Struktur Modifikationen* Funktion 
Mfp-1 Kutikula ~ 110 Unstrukturiert; 

PPII 
15 mol% DOPA, HyP 
(n.d.) 

Äußere Schutz-
schicht 

Mfp-2 Plaque, innen 45 Unstrukturiert, 
EGF 

5 mol% DOPA Stabilität 
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Mfp-3 Plaque, OF 6 Unstrukturiert 20 - 25 mol% DOPA, 
12 – 24 mol% HyR 

Adhäsion an OF 

Mfp-4 Plaque, innen 90 Unstrukturiert 2 mol% DOPA Stabilität 
Mfp-5 Plaque, OF 11 Unstrukturiert 30 mol% DOPA, pSer 

(n.d.) 
Adhäsion an OF 

Mfp-6 Plaque, OF 12 Unstrukturiert 5 mol% DOPA Adhäsion an OF 
preCOL-D Faden, innen 

(distal) 
240  

(Trimer) 
Kollagen core, 
Seiden-ähnlich 

0,1 mol% DOPA, HyP 
(n.d.) 

Steifigkeit 

preCOL-P Faden, innen 
(proximal) 

240  
(Trimer) 

Kollagen core, 
Elastin-ähnlich 

0,1 mol% DOPA, HyP 
(n.d.) 

Elastizität 

TMP-1 Faden, innen 56,5 Unstrukturiert DOPA Ausrichtung der 
Kollagenfibrillen 

* mol% - Stoffmengenanteil, gängige Angabe des DOPA-Anteils in Mfp-basierten Sequenzen jeweils 
bezogen auf die Gesamtstoffmenge des zu charakterisierenden Proteins; n.d., nicht bestimmt. 

1.4.1.1.1 Muschelfußprotein-3 (Mfp-3) 
Mfp-3 besteht aus bis zu 20 verschiedenen Sequenzvarianten [Zhao et al., 2006]. Dabei ist 
der N-Terminus hochkonserviert und die Unterschiede sind in der C-terminalen Region zu fin-
den. Die meisten der Substitutionen und/oder Insertionen in der Polypeptidkette sind Tyr, Gly, 
Asn oder Arg [Floriolli et al., 2000]. Die Forscher zeigten, dass die Expression und Sekretion 
von spezifischen Mfp-3-Varianten nicht Oberflächen-induziert ist. Die Ursache der verschiede-
nen Sequenzvarianten ist bislang nicht geklärt. Im Allgemeinen werden die Mfp-3-Varianten 
nach ihrem Laufverhalten in der Elektrophorese in zwei Gruppen eingeteilt: das schnell mig-
rierende Mfp-3f (fast) und das langsam migrierende Mfp-3s (slow). Beide Proteintypen sind 
reich an Gly (25-29 mol%) und Asn (10-18 mol%). Zusätzlich weist Mfp-3f einen erhöhten An-
teil an DOPA (> 20 mol%) und 4-Hydroxyarginin (HyR, 12 – 24 mol%), sowie positiv geladener 
AS-Reste (26 mol%) auf. Hingegen enthalten Mfp-3s eine niedrigere DOPA-Konzentration (5-
10 mol%) und haben eine geringere Ladungsdichte (3 – 9 mol% positiv geladener Reste) 
[Silverman und Roberto, 2007]. Es gibt darüber hinaus eine große Variation in den Sequenz-
varianten aufgrund der post-translationalen Modifikationen von Tyr zu DOPA und Arginin zu 
HyR [Inoue et al., 1996; Waite und Andersen, 1978b]. Dabei liegen 40 bis 80 % der Arginine 
in Mfp-3 hydroxyliert vor (HyR) [Papov et al., 1995]. In dieser Studie wurden ebenfalls Peptid-
Mapping-Untersuchungen durchgeführt. Die Daten deuten darauf hin, dass eine Interaktion 
zwischen den zusätzlichen Hydroxylgruppen in HyR und DOPA besteht, sowie die Ausbildung 
von Wasserstoffbrückenbindungen. Im Bezug auf die Adhäsion von Muscheln ist die Rolle von 
HyR in Mfp-3 in der Literatur bislang nicht vollständig geklärt. 
Die Muschelfußproteine-3 der Organismen Mytilus edulis (Mefp-3) und Mytilus galloprovincia-
lis (Mgfp-3) wurden in den vergangenen Jahrzehnten am besten charakterisiert und für diverse 
Anwendungen untersucht [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Hwang und Waite, 2012; 
Vreeland et al., 1998; Wang und Scheibel, 2018b; Yu et al., 2011b]. Mefp-3 und Mgfp-3 besit-
zen eine Sequenzähnlichkeit von 58,3 % (Abb. 1-9). Die Variante aus M. galloprovincialis 
konnte bereits rekombinant in E. coli produziert und die adhäsiven Eigenschaften nachgewie-
sen werden [Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. In der Literatur ist Mefp-3 umfangreicher 
charakterisiert, wurde aber noch nicht erfolgreich in einem heterologen Organismus produziert 
[Hwang und Waite, 2012; Hwang et al., 2010; Silverman und Roberto, 2007]. Aus diesem 
Grund war ein Vergleich beider Mfp-3 von Interesse, um etwaige, sequenzabhängige Unter-
schiede in den adhäsiven Eigenschaften zu untersuchen. 
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Abb. 1-9 Sequenz-Alignment von Mefp-3f aus Mytilus edulis und Mgfp-3 aus Mytilus galloprovin-
cialis auf Proteinebene  
Erstellt mit dem open source Programm Clustal Omega (1.2.1, EMBL-EBI) unter Verwendung der Stan-
dardeinstellungen. Sequenz Mefp-3f, Uniprot: Q9NAV2, Sequenz Mgfp-3, Uniprot: Q9GUX8. Blau – Y 
mit potenzieller Hydroxylierung zu DOPA, Orange – R mit potenzieller Hydroxylierung zu Hydroxyarginin 
(HyR), Gelb – Sequenzbereiche mit deutlichem Unterschied. 
 

1.4.1.1.2 DOPA als Schlüsselmolekül natürlicher Adhäsion 
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) wird in der Literatur als Schlüsselmolekül für die Klebe-
eigenschaften mariner Organismen beschrieben [Deming, 1999; Lee et al., 2006]. Die hohe 
Konzentration an DOPA (bis zu 30 mol%) in den Mfp ist für eine starke Haftung der Muscheln 
an verschiedene Rohstoffe wie Felsen, Holz (Schiffe) und Pflanzenfasern (Seile) unter extre-
men Bedingungen unerlässlich. Der Grad an Hydroxylierung variiert je nach Muschel und den 
äußeren Einflüssen [Floriolli et al., 2000]. In natürlichen Muschelfußproteinen wurde stets eine 
Mischung von Mfp-Varianten mit unterschiedlichem Hydroxylierungsgrad nachgewiesen, so-
dass je nach Bedarf der Muschel die Anzahl an Hydroxylierungen in den Proteinspezies variiert 
[Floriolli et al., 2000; Papov et al., 1995; Roberto und Silverman, 2010]. DOPA trägt über ver-
schiedene im Folgenden aufgeführten Mechanismen zur Adhäsion von Muscheln bei (Abb. 
1-10 A+B): H-Brückenbindungen, elektrostatische Wechselwirkungen, Metall-Catechol-Koor-
dination, Kationen-π-Wechselwirkungen und π-π-Interaktionen des aromatischen Ringsys-
tems [Gebbie et al., 2017; Kord Forooshani und Lee, 2017; Rev.; Waite, 2017]. Starke nicht-
kovalente Wechselwirkungen (H-Brückenbindungen oder π-π-Interaktionen) wurden bereits 
zwischen den Catechol-Gruppen und anorganischen Substraten wie Glas oder Glimmer (mica) 
von verschiedenen Wissenschaftlern untersucht [Anderson et al., 2010; Li und Zeng, 2016; 
Mian et al., 2014]. Im Falle von Metalloxiden (z.B. TiO2) wird angenommen, dass die Catechol-
Gruppen starke Metall-Catechol-Koordinationsbindungen ausbilden [Rodrıǵuez et al., 1996]. 
Bei hydrophoberen Oberflächen oder sogar inerten Polymermaterialien wird vermutet, dass 
die hydrophoben Wechselwirkungen (π-Stapelkräfte und Van-der-Waals-Kräfte) zwischen 
dem Catechol und dem Substrat zu der starken Wechselwirkung beitragen [Li et al., 2014; Yu 
et al., 2013]. Aus diesem Grund ist die DOPA-Chemie und deren Anwendung für die Material-
wissenschaften von großem Interesse. 

Mefp-3f     ADYYGPNYGPPRRYGGGNYNRYNRYGRRYGGYKGWNNGWNRGRRGKYW- 
Mgfp-3      ADYYGPKYGPPRRYGGGNYN---RYGRRYGGYKGWNNGWKRG WGRKYY R
            ******:*************   ****************:*** *: :  
Y = DOPA R = HyR 
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Abb. 1-10 Vielfalt der DOPA-Chemie für die Adhäsion modifiziert nach [Rev.; Waite, 2017] 
Mögliche Bindungsmechanismen der Catechol-Seitenkette (DOPA). (A) Interaktionen an Grenzflächen 
bei saurem pH: H-Brückenbindungen, elektrostatische, hydrophobe und koordinative Wechselwirkun-
gen. (B) Kohäsive Interaktionen der Mfp unter sauren Bedingungen: H-Brückenbindungen, Kationen-π-
Wechselwirkungen, elektrostatische (z.B. Salzbrücken) und hydrophobe Wechselwirkungen. (C) Die 
Catechol-Bindung an Metalloxid-Oberflächen ändert sich von H-Brückenbindungen bei saurem pH-Wert 
zu kovalenter Bindung im Meereswasser (pH 8,0). (D) Die Metallkoordination durch Catechole (DOPA). 
Mit steigendem pH-Wert steigt die Vernetzung bis zu drei bei einem pH-Wert von 8,0. 
 
Neben dieser Vielfalt an Adhäsionsmöglichkeiten DOPA-enthaltener Proteine tragen Umge-
bungsbedingungen wie pH-Wert und Salzkonzentration (Leitfähigkeit) maßgeblich zum Bin-
dungsprozess bei [Guerette et al., 2013; Kan et al., 2014]. In der Natur befinden sich die Mfp 
zunächst in der Muschelsekretionsdrüse, die einen leicht sauren pH-Wert von ca. 5,5 besitzt 
[Yu et al., 2011a]. Die Exposition in Meerwasser (pH 8,2) induziert die Vernetzung der Mfp 
(Abb. 1-10C+D) [Hwang et al., 2013; Martinez Rodriguez et al., 2015; Waite, 2017]. Die opti-
male Haftung der Muschel erfordert ein mittleres Maß an DOPA-Vernetzung, da sowohl adhä-
sive als auch kohäsive Kräfte für eine starke Bindung notwendig sind.     
Obwohl Mfp starke adhäsive Eigenschaften aufweisen, ist ihre Verfügbarkeit limitiert. Für die 
Gewinnung von 1 g Mfp werden ~ 10000 Muscheln benötigt [Cha et al., 2008]. Kommerziell 
werden nativ gewonnene Mfp als Corning™ Cell-Tak (Thermo Fischer Scientific) für 273 €/mg 
oder MAPTrixTM (Kollodis Biosciences) für 50 €/mg angeboten (Stand: 03/2022). Aus diesem 
Grund sind alternative Ansätze wie die rekombinante Produktion der Mfp (I), Muschel-ähnliche 
Peptide (II), synthetische Catechol-Polymere (III) oder andere biomimetische Ansätze (IV) im-
mer weiter in den Fokus der Forschung gerückt [Brennan, 2015; Brubaker und Messersmith, 
2011; Cha et al., 2009; Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2007; Wang und 
Scheibel, 2018a; Wang und Scheibel, 2018b].  
Die heterologe Produktion von Mfp ist in den vergangenen 20 Jahren Gegenstand intensiver 
Forschung gewesen. In E. coli konnten rekombinant bereits Mfp-3 und Mfp-5 aus M. gallopro-
vincialis produziert werden [Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2004; Yang et al., 2013]. Auch 
die Produktion eines Fusionsproteins (fp-353) aus Mgfp-3 und Mgfp-5 in E. coli war erfolgreich 
und fp-353 zeigte gute Bindeeigenschaften im Vergleich mit kommerziell erhältlichem Fibrink-
leber [Gim et al., 2008]. 
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1.4.1.1.3 Enzymatische Hydroxylierung von Tyrosinen in Mfp-basierten Biomaterialien 
Die post-translationale Modifikation DOPA wird in Proteinen durch die Hydroxylierung von Tyr 
in ortho-Position zur OH-Gruppe am Phenolring erreicht. Diese Modifikation wird enzymatisch 
generiert [Deming, 1999; Lee et al., 2011]. Wie bereits in Kapitel 1.4.1.1 (S. 12) erwähnt, 
konnte bis heute keine Tyrosyl-Hydroxylase in Muscheln identifiziert werden. Da dennoch die 
Hydroxylierung von Tyr in Proteinen und deren Einfluss im Detail untersucht werden sollte, 
nutzten Wissenschaftler ein anderes Enzym aus dem Pilz Agaricus bisporus für die in vitro 
Hydroxylierung Mfp-enthaltener Sequenzen. Marumo und Waite beschrieben erstmals die op-
timalen Bedingungen sowie die Limitierungen zur Umwandlung von Tyr sowie Tyr-enthaltener 
Sequenzen zu DOPA mit Hilfe der Pilz-Tyrosinase (Sigma) [Marumo und Waite, 1986]. Die 
Ergebnisse dieser Analysen zeigten unter den getesteten Bedingungen eine Umwandlung von 
70 % des freien Tyr zu DOPA und in kurzen synthetischen Di- oder Tripeptiden eine ähnliche 
Ausbeute (60 – 88 %). In einem Mfp-basierten Decapeptid wurden jedoch nur ~ 40 % der Tyr 
zu DOPA hydroxyliert. Trotz des zum Teil niedrigen Hydroxylierungsgrades wird die die kom-
merziell erhältliche Tyrosinase aus A. bisporus seitdem in der Literatur vielfach für die Modifi-
kation zu DOPA in Mfp-enthaltene Sequenzen eingesetzt [Brennan, 2015; Cha et al., 2009; 
Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2013].  

 
Abb. 1-11 Reaktionsgleichungen der Tyrosinase-katalysierten o-Hydroxylierung von Mono-
phenol zu Brenzcatechin, kurz Catechol (A) und der Oxidation von o-Catechol zu 1,2-Benzochi-
non (B) [Pretzler et al., 2017]. R = H oder andere Substituenten. 
 

Die Tyrosinase gehört zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1.14.18.1), die im Allgemei-
nen in einer Vielzahl von Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Insekten und Säugetieren vorkommt und 
an der Biosynthese von Melanin beteiligt ist [Plonka und Grabacka, 2006]. Das Enzym kataly-
siert die ortho-Hydroxylierung von Phenol und die Oxidation des resultierenden Catechols zu 
o-Chinon (Abb. 1-11). Letztere sind instabil und polymerisieren typischerweise zu Melaninpig-
menten. In Gegenwart von Reduktionsmitteln wie Ascorbinsäure und Thiolen kann das Cate-
chol aus dem o-Chinon regeneriert werden. Die Tyrosinase ist ein Kupfer-abhängiges Enzym, 
wobei sich die Cu(II)-Ionen in der Bindestelle für molekularen Sauerstoff befinden. Zudem 
weist die Tyrosinase zwei Bindestellen für aromatische Substrate auf [Duckworth und 
Coleman, 1970]. Die kommerziell erhältliche Tyrosinase aus A. bisporus hat ein MW von 
119,5 kDa, einen pI von 4,7 – 5 und ein pH-Optimum von 6 – 7 [Gillespie et al., 1991; 
Gutteridge et al., 1977; Robb und Gutteridge, 1981]. Bei enzymkinetischen Untersuchungen 
wurden ähnliche KM-Werte für mono- und diphenolische Substrate bestimmt: 0,2 mM (L-Tyr) 
und 0,17 mM (L-DOPA) [Selinheimo et al., 2009]. Obwohl die Pilz-Tyrosinase in der Literatur 
zur Modifikation von Tyr zu DOPA in Muschel-basierten Polypeptiden vielfach eingesetzt wird, 
stellt die geringe Umwandlungsrate von ~ 15 – 40 % Peptid-gebundener Tyr zu DOPA eine 
Limitierung für die Anwendung dar [Akemi Ooka und Garrell, 2000; Hwang et al., 2005; 
Marumo und Waite, 1986; Wang und Scheibel, 2018b; Yu und Deming, 1998]. Zur Maximie-
rung der Adhäsionseigenschaften wäre die Modifikation aller Tyr optimal.  
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Eine Alternative bieten mikrobielle Tyrosinasen (mTyr), die bei Peptid-gebundenen Tyr einen 
höheren Hydroxylierungsgrad zu DOPA aufweisen [Axambayeva et al., 2018; Do et al., 2017; 
Fairhead und Thöny‐Meyer, 2010; Zaidi et al., 2014]. Bakterien produzieren Tyrosinasen zur 
Melaninproduktion, welches im Organismus diverse protektive Eigenschaften ausübt und für 
das Überleben wichtig ist [Faccio et al., 2012]. Melanin schützt die bakterielle DNA vor Schä-
den durch UV-Strahlung sowie reaktiven Sauerstoffspezies, und kann zudem toxische 
Schwermetalle binden [Garcia-Rivera und Casadevall, 2001; Geng et al., 2008]. Insgesamt 
gibt es sechs verschiedene bakterielle Tyrosinase-Typen, die nach der Organisation der Do-
mänen und dem möglichen Bedarf an einem Caddie-Protein (Helferprotein) für die Enzymak-
tivität klassifiziert sind [Faccio et al., 2012]. Die Tyrosinase aus Verrucomicrobium spinosum 
(Typ III Tyrosinase) zeigte bislang die höchste spezifische Aktivität unter allen getesteten mik-
robiellen Tyrosinasen und ist somit für biotechnologische Anwendungen von großem Interesse 
[Fairhead und Thöny‐Meyer, 2010]. Die Typ III Tyrosinasen werden unter natürlichen Bedin-
gungen durch ihre C-terminale Domäne reguliert. Das Entfernen der Domäne führt zu einer 
etwa 100-fach höheren Aktivität. Eine entsprechend verkürzte Variante des Enzyms wurde 
bereits aktiv in E. coli produziert und zur Modifikation eines Mfp-Fusionsproteins verwendet 
[Axambayeva et al., 2018]. Das resultierende aktive Enzym besitzt eine Größe von 36,5 kDa 
und ein pH-Optimum zwischen 6 – 8.  
Neben der hohen spezifischen Aktivität ist die mikrobielle Tyrosinase (mTyr) auch aus folgen-
dem Grund interessant für die DOPA-Modifikation von Mfp-basierten Sequenzen. Während 
die Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus ähnliche KM-Werte für mono- und diphenolische Substrate 
zeigt, ist der KM-Wert der mTyr für monophenolische Substrate um den Faktor 30 niedriger als 
für Diphenole (0,26 mM L-Tyr / 7,9 mM L-DOPA) [Fairhead und Thöny‐Meyer, 2010]. Somit ist 
die mTyr Reaktion spezifischer für die gewünschte Reaktion zum Catechol.  
 

1.4.2 Kohäsive Protein-Blöcke 
Neben adhäsiven Proteinen ist in der Literatur auch eine Vielzahl von Proteinsequenzen mit 
kohäsiven Eigenschaften beschrieben. Eine Übersicht ausgewählter Proteine befindet sich in 
Tabelle 1-3 (S. 18): Resilin-ähnliche Polypeptide (RLP – resilin-like peptides) aus Drosophila 
melanogaster (i), ein Triblock CL-SL-SL-CL (CL – collagen-like, SL – silk-like) (ii), der Leucin-
Zipper (iii) sowie Elastin-ähnliche Sequenzen (ELP – elastin-like peptides) (iv).  

Tabelle 1-3 Übersicht kohäsiver Proteine 

Protein Herkunft Art MW 
(kDa) 

 Heterologe 
Produktion 

 Literatur 

(i) RLP Taufliege Droso-
phila  
melano-
gaster 

25,3  E. coli  [Qin et al., 2011] 

(ii)  
CSSC  

Mensch (C),  
Seiden-spin-
ner (S) 

Homo  
sapiens, 
Bombyx 
mori 

65,5  P. pastoris  [Martens et al., 2009a; 
Martens et al., 2009b] 

(iii) Leu-  
   Zip-
per  

synthetisch 
4,8  E. coli  [Shen et al., 2007; Shen et 

al., 2005] 

(iv) ELP Mensch Homo  
sapiens 

30,7  E. coli, 
P. pastoris 

 [Desai und Lee, 2015; 
Desai et al., 2016] 
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RLP – Resilin-ähnliche Polypeptide, CSSC –  C = Kollagen-ähnliche Polypeptide, S = Seiden-ähnliche 
Polypeptide, ELP – Elastin-ähnliche Polypeptide. 
 

(i) RLP, bestehend aus dem Pentadecapeptid repeat (GGRPSDSYGAPGGGN), besitzt 
hervorragende mechanische Eigenschaften wie eine geringe Steifigkeit und hohe Elas-
tizität. Verschiedene rekombinante RLP wurden bereits erfolgreich in E. coli produziert 
und wiesen eine hohe Zugfestigkeit im Materialtest auf [Qin et al., 2011; Su et al., 
2014].  

(ii) Das Triblock-Copolymer (A-B-A) besteht aus einem Kollagen-ähnlichen Block (A = CL) 
und einem pH-responsiven Seidenprotein-ähnlichen Block (B = SL), und wird in der 
Literatur als CSSC bezeichnet. Das Polymer konnte bereits erfolgreich nach Produk-
tion in Pichia pastoris aufgearbeitet und charakterisiert werden [Martens et al., 2009a; 
Martens et al., 2009b]. Die Hydrogele zeigten eine außergewöhnliche Festigkeit durch 
die Ausbildung von definierten Schleifenstrukturen (engl. ribbons) im SL-Block bei nied-
rigem pH-Wert, während der CL-Block unstrukturiert (engl. random-coil) bleibt. 

(iii) Der Leucin-Zipper ist ein helikales Peptid mit einer Periodizität von (abcdefg)n (Position 
a und d sind häufig Leucine). Unter bestimmten Bedingungen können diese Helices in 
starke intra- und intermolekularen Interaktionen treten und ein dreidimensionales Po-
lymer-Netzwerk ausbilden [Petka et al., 1998; Shen et al., 2005]. Es wurde bereits ge-
zeigt, dass dieser Prozess vor allem vom pH-Wert und der vorherrschenden Salzkon-
zentration abhängig ist [Shen et al., 2007]. Somit können Leucin-Zipper-Sequenzen als 
responsive Elemente für das Protein-Design eingesetzt werden.  

(iv) ELP sind aus nativen sich wiederholenden Elastin-Motiven aufgebaut. Diese repetitive 
Einheiten verleihen Elastin seine besonderen Eigenschaften wie kohäsive Stärke und 
Flexibilität [Gray et al., 1973]. Um diese Eigenschaften in den Materialwissenschaften 
nutzen zu können, wurden Elastin-ähnliche Sequenzen (ELP) entwickelt, die diese Ei-
genschaften natürlichen Elastins nachempfinden. Unterschiedliche ELP-Sequenzen 
wurden bereits erfolgreich in E. coli produziert und vielversprechende Materialeigen-
schaften gezeigt [Desai und Lee, 2015; Desai et al., 2016]. 

 

Für die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Designer-Proteine wurden Elastin-ähnliche 
Sequenzen (ELP) als kohäsive Blöcke verwendet. Diese besitzen die einzigartigen Eigen-
schaften von Elastin, kohäsive Stärke und Flexibilität, und eignen sich zur Nutzung als Bioma-
terial. Es wurde eine ELP-Sequenz verwendet, die bereits erfolgreich in E. coli produziert wer-
den konnte [Desai und Lee, 2015; Desai et al., 2016]. Darüber hinaus sind ELP thermorespon-
siv und es ist eine einfache sowie kostengünstige Reinigung mittels Inverse transition cycling 
(ITC) möglich. Dabei wird der reversible Temperaturübergang von ELP oder ELP-fusionierten 
Proteinen genutzt, von einer hauptsächlich unstrukturierten Anordnung (random-coil) bei 
Raumtemperatur zu geordneten intra- und intermolekularen β-Helix-Strukturen [Ge et al., 
2006; Meyer und Chilkoti, 2002; Yeboah et al., 2016]. Diese Eigenschaft eignet sich zudem 
für die Entwicklung eines flexiblen Klebers, der erst bei Erhöhung der Umgebungstemperatur 
seine typischen Strukturen ausbildet. In der Literatur zeigte rekombinant produziertes ELP 
physikalische und mechanische Eigenschaften, die dem nativen Elastin sehr ähnlich sind 
[Chow et al., 2006; Collins et al., 2014; Malik, 2016; McPherson et al., 1996]. Aufgrund der 
attraktiven biochemischen Eigenschaften von ELP, der bereits beschriebenen heterologen 
Produktion in E. coli und der vergleichsweise einfachen und schnellen Reinigung wurden ELP 
als kohäsive Blöcke für das Design der Proteine in der vorgelegten Arbeit verwendet und wer-
den in den folgenden Kapiteln vorgestellt. 
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1.4.2.1 Elastin-ähnliche Sequenzen  
Elastin ist verantwortlich für die Elastizität und Belastbarkeit vieler Gewebe (Blutgefäße, 
Lunge, Herz, Haut) und ist bekannt für seine außergewöhnliche Haltbarkeit [Partridge, 1963]. 
Natürliches Elastin besteht aus sich wiederholenden Sequenzmotiven wie z.B. VPGVG, GGVP 
oder GVGVAP, welche dem Protein seine besonderen Eigenschaften wie kohäsive Stärke und 
Flexibilität verleiht [Gray et al., 1973]. Tropoelastin (TE) ist eine lösliche Vorstufe (precursor) 
von Elastin, welches zusammen mit zahlreichen anderen Proteinen elastische Fibrillen in der 
extrazellulären Matrix ausbildet [Schmelzer und Duca, 2021]. In der TE-Sequenz befinden sich 
hydrophile Domänen bestehend aus Lys-Resten, die zum Teil in reifen Elastin in vivo querver-
netzt sind, und hydrophobe Domänen, die repetitive Motive aus Gly, Val und Pro enthalten 
[Floss et al., 2010; Vrhovski und Weiss, 1998]. Die hydrophoben Domänen sind vor allem für 
die Elastizität von TE verantwortlich [Urry et al., 1976].  
Um diese Eigenschaften in der Materialwissenschaft nutzen zu können, wurden Elastin-ähnli-
che Polypeptide (ELP) untersucht, die aus nativen Elastin-Motiven aufgebaut sind. Eines der 
am häufigsten untersuchten ELP ist das sich wiederholende Pentapeptid (VPGXG)n, wobei X 
eine beliebige Aminosäure mit Ausnahme von Pro sein kann [Maskarinec und Tirrell, 2005; 
Rodríguez-Cabello et al., 2006]. Das am häufigsten vorkommende Pentapeptid-Motiv ist 
(VPGVG)n [Gray et al., 1973; Venkatachalam und Urry, 1981] und steht im Fokus der vorlie-
genden Arbeit. Eine Besonderheit von TE und ELP ist der reversible Temperaturübergang von 
einer hauptsächlich unstrukturierten Anordnung (random-coil) bei Raumtemperatur zu geord-
neten intra- und intermolekularen β-Helix-Strukturen (β-spiral, mit einem Typ II β-turn pro Pen-
tamer) bei einer sequenzspezifischen Übergangstemperatur (Tt, engl. transition temperature) 
(Abb. 1-12) [Girotti et al., 2004]. Dadurch werden die hydrophoben Interaktionen verstärkt und 
es kommt zur Agglomeration (Koazervierung) der Polypeptidketten. ELP können somit als 
thermoresponsive Elemente genutzt werden [Lee et al., 2000]. Die niedrige kritische Lösungs-
temperatur (lower critical solution temperature, LCST) der ELP kann durch Anpassung des 
Molekulargewichts eingestellt werden [Meyer und Chilkoti, 1999]. Mit einer größeren Anzahl 
an Pentapeptid-repeats in den ELP (höheres MW), verringert sich die spezifische Tt. 

 
Abb. 1-12 Reversibler Temperaturübergang bei ELP von einer relativ unstrukturierten Anord-
nung (random-coil) zu inter- & intramolekularen Interaktionen (hoch dehnbare Spiralketten) un-
ter physiologischen Bedingungen (T = 37 °C) [Desai et al., 2016]  

Die biochemische Charakterisierung des Temperaturübergangs erfolgte mit rekombinant pro-
duzierten ELP. Die in E. coli produzierten ELP besitzen physikalische und mechanische Ei-
genschaften, die dem nativen Elastin sehr ähnlich sind [Chow et al., 2006; Collins et al., 2014; 
Malik, 2016; McPherson et al., 1996]. In der Literatur konnten bereits 1,6 g/LKultur reines ELP 
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aus Schüttelkolbenkultivierung sowie 4,3 g/LKultur einer ELP-Fusion mit einem Seiden-ähnli-
chen Motiv aus der Seidenspinnerraupe im Bioreaktor erreicht werden [Chow et al., 2006; 
Collins et al., 2014]. Daher ist (VPGXG)n ein vielversprechendes Motiv für Protein Engineering 
von bio-inspirierten Materialien. 
Für die Reinigung von ELP aus E. coli kann der reversible Temperaturübergang durch das 
Inverse transition cycling (ITC) genutzt werden, um das Zielprotein gezielt von Wirtsproteinen 
abzutrennen [Ge et al., 2006; Meyer und Chilkoti, 2002; Yeboah et al., 2016]. Zu den Vorteilen 
dieser Reinigungsmethode, im Vergleich zu chromatografischen Methoden, gehören (i) gerin-
ger technischer Aufwand, (ii) Skalierbarkeit, (iii) schnelle Durchführung sowie (iv) vergleichs-
weise geringe Kosten. In Abb. 1-13 ist der allgemeine Prozess des ITC für Fusionsproteine 
mit ELP vereinfacht dargestellt. Das ELP-Fusionsprotein liegt zunächst in einem komplexen 
Gemisch (z.B. Zelllysat) vor. Durch Temperaturerhöhung auf Tt der Lösung und/oder Zugabe 
von Salz wird der inverse Übergang ausgelöst, wodurch das ELP-Fusionsprotein aggregiert. 
Nach Zentrifugation bei Tt verbleiben andere Proteine (Verunreinigungen) im Überstand und 
das ELP-Fusionsprotein im Pellet. Das Fusionsprotein wird durch Resuspension mit einem 
Puffer bei einer Temperatur unterhalb von Tt und/oder geringerer Salzkonzentration gewon-
nen. Falls eine spezifische Protease-Schnittstelle zwischen ELP-tag und Zielprotein (target 
protein) eingebaut wurde, kann der Verdau anschließend durchgeführt werden. Final erfolgt 
eine weitere Runde ITC, um das Zielprotein vom ELP-tag abzutrennen, wobei das Zielprotein 
im Überstand verbleibt. Durch die optimale Kombination der kritischen Parameter (MW des 
ELP, T und Ionenstärke der Lösung) kann das ELP-Fusionsprotein aus einem komplexen Ge-
misch einfach gewonnen werden [Meyer und Chilkoti, 2002]. 

 
Abb. 1-13 Schematische Darstellung der ELP-basierten Proteinaufreinigung durch ITC [Meyer 
und Chilkoti, 2002]. 

In Forschungsarbeiten der vergangenen 20 Jahre wurden bereits viele Aspekte der heterolo-
gen Produktion von ELP untersucht. In der Arbeit von Meyer und Kollegen wurden verschie-
dene ELP-Fusionsproteine rekombinant in E. coli produziert. Nach der Reinigung mittels ITC 
konnten Ausbeuten von 40 – 70 mg/LKultur erreicht werden [Meyer und Chilkoti, 1999]. Chris-
tensen und Kollegen zeigten, dass die Positionierung von ELP am C-Terminus des Zielpro-
teins (Protein-ELP) zu einer höheren Expression und folglich zu einer höheren Ausbeute führte 
(bis ~ 90 mg/LKultur) [Christensen et al., 2009]. 
Durch die Zugabe von Glycerin und bestimmter Aminosäuren zum Kultivierungsmedium konn-
ten Chow und Kollegen die Ausbeuten von einer Fusion aus GFP-ELP stark verbessern [Chow 
et al., 2006]. Überraschenderweise zeigten auch andere als in den ELP vorkommenden AS 
wie z.B. Asn, Asp, Gln und Glu einen positiven Effekt auf die Proteinausbeute, sogar in einem 
komplexen Medium. Somit konnte im Vergleich zum üblicherweise verwendeten LB-Medium 
die Ausbeute im Schüttelkolben mit dem optimierten Medium um das 36-fache auf 1,6 g/LKultur 
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erhöht werden. Mit dieser Studie konnte somit ein nützlicher Ansatz zur Verbesserung der 
Ausbeute von ELP-Fusionsproteinen, aber auch anderer repetitiver Polypeptide gezeigt wer-
den. 
 

1.4.3 Linker-Sequenz als Protein-Baustein 
Die adhäsiven und kohäsiven Blöcke wurden in den Designer-Proteinen mit einem Gly-Ser-
Linker (GGGGS)n verbunden, welcher standardmäßig als flexibler Linker für rekombinante Fu-
sionsproteine in E. coli verwendet wird [Dai et al., 2017; Huston et al., 1988; Trinh et al., 2004]. 
Durch Anpassung der Anzahl an Wiederholungen (n) kann die Länge des GS-Linkers optimiert 
werden, um eine angemessene Trennung der der funktionellen Domänen zu erreichen oder 
die notwendigen Wechselwirkungen zwischen den Domänen aufrechtzuerhalten. In der Lite-
ratur wird häufig eine Anzahl von n = 1 – 3 verwendet [Chen et al., 2013]. Der Linker in den 
Designer-Proteinen soll eine sterische Behinderung zwischen den kohäsiven und adhäsiven 
Blöcken und somit eine Beeinträchtigung der funktionellen Eigenschaften vermeiden.  
 

1.4.4 Protein-tags als Protein-Bausteine 
Als Protein-tag wurde in der vorgelegten Arbeit für die Designer-Proteine (DP) ein N-terminaler 
His6-SUMO-tag (engl. Small Ubiquitin-related MOdifier) verwendet [Malakhov et al., 2004; 
Marblestone et al., 2006]. Dieser ermöglicht neben der Aufarbeitung über die Affinitätschro-
matografie (IMAC), auch eine überhangsfreie Abtrennung des His6-SUMO-tags mit Hilfe der 
SUMO-Protease 1 (ScUlp1), um einen nativen N-Terminus zu generieren. Des Weiteren 
konnte die Verwendung eines SUMO-tags bei einigen rekombinanten Proteinen eine Verbes-
serung der Expression, Löslichkeit, Reinigung und zur Verringerung des proteolytischen Ab-
baus beitragen [Butt et al., 2005]. Neben dem His6-SUMO-tag zur chromatografischen Reini-
gung wurde in einem weiteren DP ein c-myc-tag zur Detektion mittels Western-Blot integriert. 
Der c-myc-tag ist ein kleiner, immunreaktiver Decapeptid-tag (N-EQKLISEEDL-C) und wurde 
1985 das erste Mal beschrieben [Evan et al., 1985]. Er eignet sich ideal für immunbiologische 
Nachweise und kann an den N-Terminus, den C-Terminus oder intern im Zielprotein eingebaut 
werden. 

1.5 Herausforderungen bei der Produktion rekombinanter 
Proteine 

Aus der Literatur ist bekannt, dass es bei der rekombinanten Produktion von Proteinen zu 
Problemen wie Abbau oder Faltungsproblemen kommen kann [Baneyx und Georgiou, 1991; 
Meerman und Georgiou, 1994; Rozkov und Enfors, 2004]. Häufig führen co-translational auf-
tretende Faltungsfehler zu Translationsabbrüchen oder Proteolyse [Baneyx und Mujacic, 
2004; Joseph et al., 2015; Singha et al., 2017]. Ein gewisses Risiko für die Produktion neuar-
tiger Protein-basierter Materialien in heterologen Organismen besteht. Deswegen erfolgte das 
Protein-Design, die Wahl des Produktionsstammes, der Kultivierungsbedingungen, als auch 
der Proteinreinigung in der vorliegenden Arbeit unter Berücksichtigung dieser Aspekte. Dar-
über hinaus wurde der Produktionsprozess der Designer-Proteine an Literaturdaten ange-
lehnt, wie es für die einzelnen Protein-Blöcke bereits beschrieben ist.  
Auch bei der Maßstabsvergrößerung zur Gewinnung größerer Mengen an gereinigten rekom-
binanten Proteinen kann es zu Herausforderungen kommen und eine einfache Übertragung 
auf einen größeren Maßstab ist oft nicht möglich. Dies betrifft sowohl den Upstream- [Krausch 
et al., 2020; Tripathi, 2009; Wurm, 2016] als auch den Downstream-Prozess [Prokopakis und 
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Asenjo, 2020], da oft die Dauer des Verfahrens deutlich zunimmt. Dazu gehören die Dauer der 
Zellabtrennung, des Zellaufschlusses (intrazelluläres Zielprotein) und der Produktreinigung 
(chromatografisch oder nicht-chromatografisch).  
Trotz der bekannten Herausforderungen, bietet die rekombinante Proteinproduktion klare Vor-
teile (einfache genetische Manipulation, niedrige Kosten und einfache Kulturbedingungen, 
kurze Proteinexpressionszeit, hohe Reproduktionsrate) und wurde für die Herstellung der De-
signer-Proteine verwendet. 
 

1.6 Motivation  
Bio-basierte Bindemittel auf Proteinbasis stellen eine vielversprechende Alternative in den Ma-
terialwissenschaften dar (Kap. 1, S. 1). Dies gilt insbesondere für die Herstellung von Span-
platten und im Formsandbau, da die Mehrheit der eingesetzten Bindemittel Formaldehyd ent-
hält [Kloeser et al., 2007]. Formaldehyd-basierte Bindemittel sind sehr effizient. Jedoch ist es 
seit der Neuklassifizierung von Formaldehyd als karzinogene Verbindung durch die WHO ein 
wichtiges Ziel, die Verwendung und Exposition zu verhindern [Carvalho et al., 2012; Marutzky, 
2008]. Als bio-basierte Alternative werden Proteine für diesen Ansatz bereits seit längerem 
untersucht [Krug und Tobisch, 2010; Weber und Krug, 2005].  
Derzeit werden vor allem im medizinischen Bereich artifizielle Proteine als bio-basierte Binde-
mittel verwendet [Von Byern und Grunwald, 2010]. Dazu zählen unter anderem die Verwen-
dung als Wundkleber, Biomaterialien zur Wundheilung oder zum Knochenaufbau, Herstellung 
von Hydrogelen oder Systeme zur gezielten Wirkstoffabgabe [Dinjaski und Kaplan, 2016; 
Forooshani et al., 2017]. Mit der Nutzung von artifiziellen Proteinen im materialwissenschaftli-
chen Bereich zur Verklebung von Verbundmaterialien kann somit eine noch weitestgehend 
unerforschte Nische bio-basierter Bindemittel untersucht werden.  
Neben der Senkung der Formaldehydemission bietet die Nutzung Protein-basierter Bindemit-
tel die Möglichkeit, künftig Ausgangsstoffe auf Basis fossiler Rohstoffe durch nachwachsende 
Rohstoffe zu ersetzen. Demzufolge stellen Bindemittel auf Proteinbasis durch die bevorste-
hende Endlichkeit der Erdölprodukte und der damit verbundenen Preissteigerung eine loh-
nenswerte und Formaldehyd-freie Alternative dar. Zusätzlich ist der ökologische Aspekt durch 
eine deutliche Senkung der CO2-Emission bei der rekombinanten Herstellung und Verwen-
dung Protein-basierter Bindemittel von Bedeutung. 
Darüber hinaus können durch das Design artifizieller Proteine die Eigenschaften natürlich vor-
kommender Proteine verbessert und für die spezifische Anwendung optimiert werden. Ein ra-
tional designtes Protein zeigte bereits eine Zug-Scher-Kraft von ca. 2,6 MPa bei der Verkle-
bung von Aluminiumplatten [Brennan et al., 2017]. Im Vergleich dazu wies ein herkömmlicher 
synthetischer Mehrzweckkleber (Elmers Glue-All, Elmer's Products) in Materialtests eine Kraft 
von ca. 0,17 MPa auf [Cha et al., 2009]. Dementsprechend besitzen Protein-basierte Binde-
mittel ein großes Potenzial für die Nutzung in den Materialwissenschaften. Auch die Vielzahl 
an Möglichkeiten im Protein-Design, die in den Kapiteln 1.1 (S. 4) und 1.2 (S. 6) vorgestellt 
wurden, erlaubt ein breites Feld für die Erforschung Protein-basierter Bindemittel mit neuen 
und einzigartigen Eigenschaften.  

1.7 Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines bio-basierten Bindemittels auf Protein-
basis. Basierend auf dem allgemeinen Prinzip eines guten Klebstoffs sollte für das Design eine 
Kombination von adhäsiven und kohäsiven Proteinsequenzen zur Erzielung bester 
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Bindungseigenschaften an Sand, bestehend aus SiO2, verwendet werden. Dafür sollte nach 
intensiver Literaturrecherche natürlicher als auch de novo designter Sequenzen eine Protein-
bibliothek erstellt werden. Diese Bibliothek sollte im adhäsiven Anteil Proteinsequenzen ent-
halten, die Tyrosine zur späteren Modifikation zu DOPA enthalten, wie z.B. Muschelfußprote-
ine. Als kohäsiver Protein-Block sollten thermoresponsive Elastin-ähnliche-Sequenzen in die 
artifiziellen Proteine eingebaut werden. 
Nach dem Protein-Design sollte die rekombinante Produktion der Proteine zunächst im Schüt-
telkolbenmaßstab in verschiedenen E. coli Stämmen untersucht werden. Da es sich bei den 
geplanten Designer-Proteinen um künstliche, nicht-natürlich vorkommende Proteine handelt, 
stellte die rekombinante Herstellung eine besondere Herausforderung für die vorliegende Ar-
beit dar. Nach erfolgreicher Etablierung, Anpassung und Optimierung der Kultivierungsbedin-
gungen zur Steigerung der Produktion der Designer-Proteine, war die Übertragung des Pro-
zesses in einen Bioreaktor zur Gewinnung ausreichender Mengen an Biomasse ein weiterer 
Aspekt im Rahmen der vorliegenden Arbeit. 
Im Anschluss sollten die rekombinanten Proteine unter Verwendung geeigneter Reinigungs-
methoden effizient aus E. coli isoliert werden. Für die spezifische Bindung an hydrophile SiO2-
Oberflächen sollte eine Funktionalisierung der Proteine durch Hydroxylierung der Peptid-ge-
bundenen Tyrosine zu DOPA mit Hilfe einer rekombinant produzierten Tyrosinase   untersucht 
werden. Der Erfolg der Modifikation sollte sowohl qualitativ als auch quantitativ bestimmt wer-
den.  
Abschließend sollten diese rekombinant hergestellten Zielproteine materialwissenschaftlich 
untersucht werden. Dazu sollten die Bindungseigenschaften der Proteinadsorption sowie die 
Zug-Scher-Kräfte der artifiziellen Proteine gemessen werden, um die beste und vielverspre-
chendste Variante zu identifizieren. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
Sämtliche verwendete Chemikalien sind in der Tabelle 2-1 zusammengestellt. 

Tabelle 2-1: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 

Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit 

Aceton Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 9372 ≥ 99 % 

Acetonitril Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 8825 HPLC Gradient 

Grade 
Acrylamid/ Bisacrylamid 
(30 % Lösung) 

AppliChem GmbH Darm-
stadt, Deutschland A3574 k. A. 

Agar-Agar Carl Roth GmbH & Co,  5210 k. A. 
Agarose VWR, Radnor, USA 9012-36-6 k. A. 
Albumin aus Rinderserum 
(BSA) 

Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 1.12018.0025 ≥ 98 % 

Ammoniumchlorid Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland K298 ≥ 99 % 

Ammoniumhydrogencitrat Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland P735 ≥ 98 % 

Ammoniumperoxodisulfat 
(APS) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 9592 ≥ 98 % 

Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3746 ≥ 99 % 

BCIP/NBT Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland SLBH1944V k.A. 

Benzonase (25 U/µL) Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 1.01695.0001 ≥ 99 % 

Bromphenolblau (Na-Salz) Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland A512 k. A. 

Calciumchlorid Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 5239 ≥ 99 % 

Coomassie-Brillantblau 
G250 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 9598 k. A. 

Chloramphenicol Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3886 98,5 % 

Ethylendiamintetraessig-
säure (Dinatrium-Salz) 
(EDTA) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 8043 ≥ 99 % 

Eisen(III)-Chlorid-
Hexahydrat 

Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 1.03943.0250 k. A. 

Essigsäure Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3738 ≥ 99 % 

Ethanol Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland K928 ≥ 99 % 

(D)-Glucose Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland X997 k. A. 

Glycerin Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3783 ≥ 99 % 

Glycin Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3908 ≥ 99 % 

Harnstoff Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3941.2 ≥ 99,5 % 

Hefeextrakt Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 2363 k. A. 
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Bezeichnung Lieferant Best. Nr. Reinheit 
Isopropyl-β-D-thiogalacto-
pyranosid (IPTG) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland CN08 k. A. 

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 9866.1 ≥ 99,5 % 

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 6781.1 ≥ 99,5 % 

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland P749 ≥ 99 % 

di-Kaliumhydrogenphos-
phat 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland P7493 ≥ 99 % 

Kanamycinsulfat Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland T832 k. A. 

Kupfer(II)-Chlorid-Dihydrat Fluka Chemika 61174 k. A. 

Lysozym Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 8259 k. A. 

Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 8147330100 ≥ 99 % 

MagnesiumsulfatHeptahy-
drat 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland P027 ≥ 99 % 

ß-Mercaptoethanol Serva Electrophoresis, Hei-
delberg, Deutschland 28625.02 k. A. 

Methanol Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 7342 HPLC Gradient 

Grade 

Natriumacetat Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 6773 ≥ 99 % 

Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 71289 ≥ 99,5 % 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 3957 ≥ 99 % 

Natriumdodecylsulfat 
(SDS, Rotistock 20%) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 1057 k. A. 

di-Natriumhydrogenphos-
phat-Dihydrat 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 4984 ≥ 99 % 

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 6771 ≥ 99 % 

2-Propanol Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland T910 UV/IR Grade 

ortho-Phosphorsäure 
(85 %) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 6366 k. A. 

L-Rhamnose Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 4655.2 ≥ 98 % 

Salzsäure (37 %) Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 4625 k. A. 

Struktol J673  Schill + Seilacher 18412 k. A. 
Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 2367 k. A. 

Tris(hydroxymethyl)-amino-
methan (TRIS) 

Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 4855 ≥ 99 % 

Trypton/Pepton Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 8952 k. A. 

Tween 20 Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 4859 k. A. 

Tyrosin Carl Roth GmbH & Co, 
Karlsruhe, Deutschland 1741 ≥ 99 % 

Tyrosinase Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland T3824 ≥1000 U/mg 
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2.1.2 Stammlösungen 
Sämtliche verwendeten Stammlösungen sind in Tabelle 2-2 in alphabetischer Reihenfolge zu-
sammengestellt. 

Tabelle 2-2: Übersicht über die verwendeten Stammlösungen 

Stammlösung Lösungsmittel Konzentration 
Ampicillin dH2O 100 g/L 

Chloramphenicol Ethanol (96 %) 33 g/L 

EDTA 10 mM TRIS, pH 8,0 100 mM 
Ethidiumbromid dH2O 1 g/L 
IPTG dH2O 0,5 mM 
Kanamycin dH2O 30 g/L 
MgCl2 dH2O 1 M 
PMSF Isopropanol 100 mM 
L-Rhamnose dH2O 1 M 

 
2.1.3 Puffer und Medien 
Allgemein verwendete Puffer und Medien sind in Tabelle 2-3 in alphabetischer Reihenfolge 
zusammengestellt. 

Tabelle 2-3: Übersicht der verwendeten Puffer und Medien 

Bezeichnung Zusammensetzung  pH 
Coomassie-Färbelösung 1,2 mM Coomassie Brilliantblau G-250 

4,23 mM Isopropanol 
1,6 mM Eisessig 

 

Entfärbelösung 4,02 mM Isopropanol 
1,6 mM Eisessig 

 

Laemmli-Puffer 
[Laemmli, 1970] 

0,25 mM Tris 
1,9 M Glycin 
34,7 mM SDS 

 

Lysogeny broth (LB)-Medium 10 g/L Trypton/Pepton 
10 g/L NaCl 
5 g/L Hefeextrakt 

7,0 

Probenpuffer für SDS-PAGE 0,22 mM Tris 
17,3 mM SDS 
7,46 µM Bromphenolblau 
540 mM Glycerin 
100 mM β-Mercaptoethanol 

6,8 

Phosphatpuffer für TB-Medium  
(1:10 mit TB-Medium) 

0,17 M KH2PO4 
0,72 M K2HPO4 

- 

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris 
13,9 mM SDS 

6,8 

TAE-Puffer (10x) 0,4 M Tris 
0,2 M Essigsäure 
10 mM EDTA 

8,5 

Terrific broth (TB)-Medium 12 g/L Trypton/Pepton 
24 g/L Hefeextrakt 
0,5 % (m/v) Glycerin 

- 

Trenngelpuffer 1,5 M Tris 
13,9 mM SDS 

8,8 
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2.1.4 Enzyme und Kits für die Molekularbiologie 
Sämtliche verwendeten Kits sind in Tabelle 2-4 in alphabetischer Reihenfolge zusammenge-
stellt. 

Tabelle 2-4: Übersicht der verwendeten molekularbiologischen Enzyme, Reagenzien und Kits 

Bezeichnung Lieferant Best.Nr. 
DNA Loading Dye ThermoFischer Scientific R0611 

dNTPs ThermoFischer Scientific R0181 

FastAP ThermoFischer Scientific EF0654 
BsaI ThermoFischer Scientific ER0292 
GeneJet™Plasmid Miniprep Kit ThermoFischer Scientific K0502 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder  Fermentas  SM0311  
Massruler Loading Dye  Fermentas  R0621  
MSB Spin PCRapace Stratec 1020220300 
NcoI ThermoFischer Scientific ER0571 
NheI ThermoFischer Scientific ER0971 
Phusion Polymerase ThermoFischer Scientific F530S 
Puffer G (10x) ThermoFischer Scientific BG5 
Tango Puffer (10x) ThermoFischer Scientific BY5 
Taq Polymerase ThermoFischer Scientific EP0701 
T4 DNA Ligase ThermoFischer Scientific EL0011 

 
2.1.5 Genkonstrukte und Plasmide 
Sämtliche verwendete Genkonstrukte sind in der Tabelle 2-5 zusammengestellt. 

Tabelle 2-5: Übersicht über die verwendeten Genkonstrukte 

Pro-
tein 

Translationsprodukt Expressionsplasmid Resis-
tenz 

Plasmid back-
bone 

Größe 
(bp) 

Mefp-
3 

His6-SUMO-Mefp3 pET28_Mefp-3_SD KanR pET28a 5809 

Mgfp-
3 

His6-SUMO-Mgfp3 pET28_Mgfp-3_SD KanR pET28a 5746 

DP1A His6-SUMO-Mefp3-
ELP-Mefp3 

pJOE_DP1A AmpR pJOE5751.1 5384 

DP1B His6-SUMO-Mgfp3-
ELP-Mgfp3 

pJOE_DP1B AmpR pJOE5751.1 5369 

DP2 TE-Mefp3-c-myc pET28_DP2 KanR pET28a_cer 7818 
mTyr His6-mTyr pET28_mTyr KanR pET28a 6226 

Die Sequenzen befinden sich im erweiterten Anhang (Kapitel 11, S. 204ff.). 
 

2.1.6 Marker und Antikörper 
Sämtliche verwendeten Marker und Antikörper sind in der Tabelle 2-6 in alphabetischer Rei-
henfolge zusammengestellt. 

Tabelle 2-6: Übersicht über die verwendeten Marker und Antikörper 

Bezeichnung Name Hersteller 
primärer Antikörper anti-poly-His aus Maus Thermo Scientific 
sekundärer Antikörper anti-Maus IgG AP aus Ziege Sigma Aldrich 
DNA Marker  GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific 
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Proteinmarker Pierce™ Unstained Protein MW 
Marker 

Thermo Scientific 

vorgefärbter Proteinmarker PageRuler Prestained Thermo Scientific 
 

2.1.7 Bakterielle Stämme 
Sämtliche verwendeten bakteriellen Stämme sind in der Tabelle 2-7 in alphabetischer Reihen-
folge zusammengestellt. 

Tabelle 2-7: Übersicht über die verwendeten bakteriellen Stämme 

Stamm Genotyp Referenz 
Escherichia coli BL21 
(DE3) Gold pLysS 

F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm λ(DE3) pLysS 
(CmR) 
 

[Studier und Moffatt, 
1986] 

Escherichia coli 
BW3110 

W3110 rhaB- [Stumpp et al., 2000; 
Wilms et al., 2001] 

Escherichia coli DH5α φ80lacZΔM15,  recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17 (rK-,mK+), supE44, relA1, deoR, 
Δ(lacZYA-argF)U169 

[BRL, 1986] 

Escherichia coli KRX F´, traD36, ΔompP, proA+B+, lacIq, Δ(lacZ)M15] 
ΔompT, endA1, recA1, gyrA96 (Nalr), thi-1, 
hsdR17 (rk–, mk+), e14– (McrA–), relA1, supE44, 
Δ(lac-proAB), Δ(rhaBAD)::T7 RNA polymerase 

[Falbe, 1997; 
Mizuguchi et al., 2017] 
 

2.1.7.1 Escherichia coli BW3110  
Die Designer-Proteine 1A und 1B wurden in das Plasmid pJOE5751.1 kloniert. Dieser Expres-
sionsvektor ist durch ein positiv reguliertes Expressionssystem gekennzeichnet, welches mit 
L-Rhamnose induziert wird [Stumpp et al., 2000]. Die heterologe Produktion erfolgte dement-
sprechend in dem Rhamnoseabbau-defizienten Stamm E. coli BW3110 [Wegerer et al., 2008; 
Wilms et al., 2001]. Dieser Stamm enthält eine Mutation des rhaB-Gens (L-Rhamnulose-
Kinase) und weist einen stark reduzierten Rhamnosestoffwechsel auf. Aufgrund der Inaktivie-
rung von rhaB ist E. coli BW3110 für Hochzelldichtefermentationen optimiert, da die für den 
Prozess erforderliche Menge an Rhamnose geringer ist und der Zucker nicht verwertet werden 
kann. 

2.1.7.2 Escherichia coli KRX  
E. coli KRX enthält eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerase-Gens, die von einem 
Rhamnose-Promotor (rhaBAD) positiv reguliert wird [Falbe, 1997]. Die Gene kodierend für die 
Zielproteine unterliegen dem negativ regulierten T7/lac-Promotorsystem. Dieses unabhängig 
regulierte Promotorsystem ermöglicht die Reduktion einer basalen Genexpression, welche 
häufig in E. coli BL21 (DE3)-Stämmen auftritt [Hartnett et al., 2006]. Diese Eigenschaft erleich-
tert die Klonierung und Expression von Proteinen, die für E. coli toxisch sein könnten. 
 

2.1.8 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Sämtliche verwendeten Geräte sind in der Tabelle 2-8 in alphabetischer Reihenfolge zusam-
mengestellt. 
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Tabelle 2-8: Übersicht über die verwendeten Geräte 

Bezeichnung Typ Hersteller 
(Name, Ort, Land) 

Agarosegelapparatur H&E 33 Mini Horizontal 
Submarine Unit 

Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den 

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator H&P Labortechnik, Oberschleißheim, 
Deutschland 

Autoklav Systec VE-150 Systec GmbH, Linden, Deutschland 

Blot-Apparatur V10-SDB biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland 

Chromatografieanlage  Äkta pure GE Healthcare, Biosciences, Uppsala, 
Schweden  

Chromatografiesäulen  XK 16/20, 
XK 26/20, 

GE Healthcare, Biosciences, Uppsala, 
Schweden 

Chromatografie-säulenma-
terial  

Ni-Sepharose Excel 
 

GE Healthcare, Biosciences, Uppsala, 
Schweden 

Dialyseschlauch  Spectra/Por® 7 Dialysis 
Membrane, Pre-heated RC 
tubing, MWCO: 3,5 kDa, 
15 kDa & 25 kDa 

Spectrum Labs, Breda, Niederlande  

Elektrophoresestrom-ver-
sorgung 

EPS 301 Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den 

Feinwaage BP 221S Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Gefriertrockner Lyovac GT 2-E Steris, Mentor, USA 

Gasbrenner Fuego basic Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Geldokumentation GenGenius Syngene VWR, Darmstadt, Deutschland 

Glucose-Analysator YSI2700 Select YSI Life Sciences, Tunbridge Wells, UK 

Glycerol Assay Kit K-GCROL Megazyme, Wicklow, Irland 

Hochdruckhomo- 
genisator 

APV2000 SPX Flow Technology Rosista GmbH, Unna, 
Germany 

Kanülen Sterican® B│Braun, Melsungen, Deutschland 

Kapillaren (Prometheus 
NT.48) 

Series nanoDSF Grade 
Standard Capillaries 

NanoTemper Technologies GmbH, Mün-
chen, Deutschland 

Küvetten 105.202-QS Hellma Analytics, Mühlheim, Deutschland 

Magnetrührer Rotilabo® Magnetstäbchen Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Membranfilter Amicon® Ultra centrifugal 
filters, 10 kDa 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

Micaplatten V5 Qualität, 25x75mm, 
Dicke: 0,26-0,31mm 

Science Services GmbH, München, 
Deutschland 

Mikrowelle Solo Inverter, NN-SD452W Panasonic, Osaka, Japan  

NanoDrop (Photometer) OneC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

One Shot (Zellaufschluss) OS Model Constant Systems Limited, Daventry 
Northants, England 

pH-Meter Fe20/EL20 Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 

Photometer Genesys 6 10S Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Photometer Ultrospec 3300 pro Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den 
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Bezeichnung Typ Hersteller 
(Name, Ort, Land) 

Pipetten 1-10 µl 
2-20 µl 
10-100 µl 
100-1.000 µl 
500-5.000 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhilfe Accu-Jet® Pro Brand, Wertheim, Deutschland 

Prometheus NT.48 NanoTemper Technologies GmbH, Mün-
chen, Germany 

Prüfmaschine Proline Z020  Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, Deutschland 

QCM-D q.CellT 3T GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutsch-
land 

Rollenmischer SRT1 Bibby Scientific Ltd, Staffordshire, UK 

Rührplatte Mono Power direct Mobil Variomag, Daytona Beach, USA 

SDS-PAGE Anlage und 
Zubehör 

EPS 301 Amersham Biosciences, Uppsala, Schwe-
den 

Schüttler IKA KS4000i control IKA Werke GmbH, Staufen, Deutschland 

Schüttelinkubator Innova 4230, 
 
Multitron, 
IKA®-KS4000, Control 

New Brunswick Scientific, Edison, New Jer-
sey, USA  
Infors HT, Bottmingen, Schweiz 
IKA, Staufen, Deutschland 

Spritzen Inject® / -F 
Omnifix® 

B│Braun, Melsungen, Deutschland 

Sterilfilter 0,2 µm Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Sterilwerkbank Nu-440-400 NuAire Inc., Plymouth, USA 

Thermoblock Thermostat plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Thermocycler T personal 48, 
T professional Basic Gra-
dient 

Biometra, Göttingen, Deutschland  

Thermoschüttler Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Ultraschallbad Sonorex Super 10 P BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Ber-
lin, Deutschland 

Ultra-Turrax Miccra R-T D-1 ART moderne Labortechnik, Mühlheim, 
Deutschland 

Vakuumpumpe Vacuubrand PC 511 Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland 

Vortexer Vortex-Genie® 2, 
RS-VA 10 

Scientific Industries, New York, USA  
Phoenix Instrument, Garbsen, Deutschland 

Waage 440-35N, 
EA 15DCE-I, 
BP221S, 
APX-153 

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland 
Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Denver Instrument, Göttingen, Deutschland 

Wärmeschrank KP 196 Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Wipptisch 60281-00 Hartenstein, Würzburg, Deutschland 

Wasserbad Haake, DC10 
 
UC-5B 

PSL Systemtechnik GmbH, Osterode, 
Deutschland 
Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland 

Zentrifuge 5415 R, 
5810 R, 
Sorvall, LYNX 6000, 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
 
Thermo Scientific, Massachusetts, USA 
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Bezeichnung Typ Hersteller 
(Name, Ort, Land) 

Mikro 220R 
Rotilabo® Mini-Zentrifuge 

Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Zentrifuge Avanti J-30i, Rotor JA-10, 
Rotor JA 30.50 

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutsch-
land 

2.2 Methoden 
2.2.1 In silico Recherche 
Zu Beginn erfolgte eine umfassende Online-Recherche zur Auswahl geeigneter Proteinse-
quenzen basierend auf dem allgemeinen Prinzip eines guten Klebstoffs (Kap. 1, S. 1 und Kap. 
1.3, S. 9). Die zur in silico Recherche verwendeten Online tools sind in Tabelle 2-9 aufgelistet. 
Die Literaturrecherche wurde mittels der wissenschaftlichen Online-Literaturdatenbanken 
Google-Scholar, SciFinder® und Web of Science durchgeführt. Neben der klassischen Litera-
turrecherche wurden die finalen Proteinsequenzen auf potenzielle Proteaseschnittstellen in 
der Aminosäuresequenz (MEROPS Datenbank, Peptide Mapper) geprüft. Zur Produktion in 
den Mikroorganismen wurde eine Codon-usage Optimierung durchgeführt und die daraus re-
sultierende Sequenz auf das Vorhandensein seltener Codons im geplanten Wirtsstamm ge-
prüft. In diesem Zusammenhang wurde auf Restriktionsschnittstellen in den Nucleotidsequen-
zen (Restriction Mapper) geprüft, um die entsprechende Klonierung in eigenen Experimenten 
oder durch entsprechende Dienstleister während der Generierung der Expressionsplasmide 
optimal vorzubereiten. 
Die Entwicklung einer Wirtsplattform und die rationale Wahl des Wirts unter Berücksichtigung 
der Codon-usage, der Literaturdaten sowie der eigenen experimentellen Erfahrung sollte eine 
effiziente Produktion ermöglichen. Die finale Bewertung der Proteinsequenzen erfolgte nach 
den folgenden sechs Kriterien: (I) rekombinante Produktion, (II) Fusionen (relevant im Hinblick 
auf die Materialeigenschaften oder für die Proteinaufarbeitung), (III) Material- und/oder Binde-
eigenschaften, (IV) Komplexität, (V) Neuheitswert und (VI) interne Risikobewertung. Das Er-
gebnis der in silico Recherche war die Basis für ein Baukastensystem bestehend aus unter-
schiedlichen Protein-Blöcken (Kap.1.3, S. 9). In Tabelle 2-9  sind die Prüfparameter der in 
silico Recherche mit den verwendeten Online tools dargestellt. 

Tabelle 2-9 Prüfparameter der in silico Recherche 

Prüfpara-
meter 

Beschreibung Online tool Website 

Funktions-
basierte 
Protein-se-
quenzen 

Literaturrecherche zur Aus-
wahl geeigneter Proteinse-
quenzen 

Google-Scholar, 
SciFinder® 

Web of Science 

scholar.google.de/ 
https://scifinder.cas.org 
https://apps.webofknowledge.com/ 

Restriktion- 
schnitt-stel-
len 

Ermittlung von Restriktions-
schnittstellen anhand der Nu-
cleotidsequenz 

Restriction Map-
per 

http://www.restrictionmapper.org/ 

Potenzielle 
Protease-
schnitt-stel-
len 

Ermittlung von proteolytischen 
Schnittstellen anhand der Ami-
nosäuresequenz/Primär-struk-
tur der Proteine 

MEROPS Daten-
bank,  
Peptide Mapper 

https://www.ebi.ac.uk/merops/ 
 
https://web.expasy.org/peptide_cutter 

Codon-u-
sage 

Codon-usage Optimierung der 
Gensequenzen für Wirtsorga-
nismus 

GeneArt www.thermofisher.com/geneart 



2   Material und Methoden          33 

 

Ermittlung und Bewertung von 
seltenen Codons, die durch 
Optimierung eingebaut wurden 

RareCodon Ana-
lyzer, 
Rare Codon Cal-
tor 

www.biologicscorp.com/tools/Rare-
Codon Analyzer 
http://people.mbi.ucla.edu/sum-
chan/caltor.html 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Gensynthese 
Die DNA-Sequenzen der verschiedenen Designer-Proteine sowie der mikrobiellen Tyrosinase 
sind im Anhang dargestellt (Abschnitt 11, S. 204ff.). Die Synthese der Gensequenzen und das 
Klonieren in die entsprechenden Expressionsvektoren (pJOE_DP1A, pJOE_DP1B, 
pET28_DP2 und pET28_mTyr) wurde durch die Dienstleister Thermo Fisher Scientific und 
Eurofins Genomics durchgeführt. Die Vektorkarten der Plasmide aller Designer-Konstrukte 
sind ebenfalls im Anhang zu finden.  

2.2.2.2 Klonierung der Expressionsplasmide für die Mfp-3-Einzeldomänen 
Die Klonierung der Konstrukte pET28a_Mefp3_SD und pET28a_Mgfp3_SD für die Mfp-3-Ein-
zeldomänen wurden wie folgt beschrieben durchgeführt. Die templates pJOE_DP1A und 
pJOE_DP1B für die Generierung der Konstrukte wurde von der Firma Thermo Scientific syn-
thetisiert (Kap. 2.2.2.1). Als Zielvektor diente pET28a(+) (5,37 kb, Kanamycin-Resistenz). 

2.2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur spezifischen Amplifikation der Mfp3-Gene wurde eine PCR durchgeführt. Für eine analy-
tische PCR wurde ein Gesamtvolumen von 20 µL, für eine präparative PCR ein Gesamtvolu-
men von 50 µL gewählt. Für die Amplifizierung des Genabschnittes wurden folgende Oligo-
nukleotide (Synthese durch Invitrogen) genutzt: 
 

forward-Primer: 5’ – CTG AGG TCT CAC ATG GGC AGC AGC CAT CAT C – 3’ (31 nt) 
reverse-Primer: 5’ – CAT GGT CTC ACT AGC TAC CAA TAT TTC CCC CGT C – 3’ (34 nt) 
 

Die sequenzspezifische Anlagerung der Primer erfolgte bei 64 °C. Der PCR-Ansatz setzte sich 
wie folgt zusammen und erfolgte nach dem unten aufgeführten PCR-Programm: 
 
Reaktionsansatz (50 μL): 

0,5 μL Phusion DNA-Polymerase (0,3 µM) 
5 μL Polymerase-Puffer (-Mg) (10x) 
4 µL MgSO4 (25 mM) 
1 μL forward-Primer (10 pmol/μL) 
1 μL reverse-Primer (10 pmol/μL) 
5 μL dNTP-Mix (2 mM) 
1 μL template (pJOE_DP1A oder pJOE_DP1B) (134,4 ng/μL) 
32,5 μl H2O (ad 50 µL) 
 

PCR-Programm: 
1) 5 min  99 °C  Initiale Denaturierung 
2) 1 min  99 °C  Denaturierung 
3) 30 sec  64 °C  Annealing 
4) 20 sec  72 °C  Elongation   

24x 2) bis 4)  
5) 5 min  72 °C  finale Elongation 
6) Pause  16 °C  Pause 
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Zur Analyse der PCR wurde der Ansatz mit Probenpuffer (6-fach) versetzt und auf ein 1 %- 
iges Agarosegel (0,5 µg/mL Ethidiumbromid) aufgetragen (Kap. 2.2.2.6). Nach einer präpara-
tiven PCR wurde das PCR-Produkt mit Hilfe eines MSB Spin PCRapace Kit (Stratec) nach 
Herstellerangaben gereinigt und in 30 μL ddH2O aufgenommen.  

2.2.2.2.2 Restriktionsverdau 
Für einen Restriktionsverdau wurde die jeweilige Endonuklease für einen präparativen Ansatz 
wie folgt beschrieben eingesetzt und für 1 h bei 37 °C inkubiert.  
Verdau des PCR-Produktes (20 µL): 

2 μL Puffer G (10x) 
1 µL BsaI (10 U/µL) 
5 µL PCR-Produkt (~ 500 ng) 
12 µL ddH2O (ad 20 µL) 
 

Die Inaktivierung des Restriktionsenzyms erfolgte für 20 min bei 75 °C. 
Sequentieller Verdau des Zielvektors (30 µL): 

3 μL Tango Puffer (10x) 
1 µL NcoI (10 U/µL) 
3 µL pET28a (~ 500 ng) 
23 µL ddH2O (ad 30 µL) 

t = 1 h bei 37 °C  Inaktivierung: t = 20 min bei 65 °C 
1 µL NheI (10 U/µL) 

t = 1 h bei 37 °C,  Inaktivierung: t = 20 min bei 65 °C  
 

Um eine Religation des geschnittenen Insert in den Ursprungsvektor pET28a zu vermeiden, 
wurde eine 5‘-Dephosphorylierung mit Hilfe der FastAP (Alkalische Phosphatase) durchge-
führt. Es wurden 1 U FastAP eingesetzt und für 20 min bei 37 °C inkubiert. Das Enzym wurde 
10 min bei 75 °C inaktiviert. Im Anschluss erfolgte die Reinigung von PCR-Produkten  oder 
DNA-Fragmenten (>100 bp) nach Herstellerangaben mit dem MSB Spin PCRapace Kit (Stra-
tec). Abweichend vom Herstellerprotokoll erfolgte die Elution mit 20 μL ddH2O.  

2.2.2.2.3 Ligation 
Die Ligation von gereinigten und geschnittenen Insert und Zielvektor erfolgte nach dem allge-
meinen Pipettierschema (s.u.). Vergleichend wurde ein molekulares Verhältnis Insert / Ziel-
vektor von 3:1 und 6:1 gewählt. Die Ligation erfolgte für ca. 16 h bei 16 °C. Die T4 Ligase 
wurde anschließend für 10 min bei 65 °C inaktiviert. 
allgemeiner Ansatz: 

3 µL geschnittenes Plasmid  
0,5 µL / 1 µL geschnittenes Insert 
2,4 µl ATP (25 mM) 
0,75 µL T4 Ligase 
1,5 µL T4 Ligase Puffer 
Ad 15 µL ddH2O 

 
Jeweils 5 µL der Ligationsansätze wurden zur Transformation von chemokompetenten E. coli 
DH5α Zellen (Kap. 2.2.2.3.1) und 2 µL für elektrokompetente E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS 
Zellen (Kap. 2.2.2.3.2) eingesetzt. Wie in Kapitel 2.2.2.4 (S. 36) beschrieben, wurde die Plas-
mid-DNA isoliert. 

2.2.2.2.4 Sequenzierung 
Die Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA pET28a_Mefp-3_SD und pET28a_Mgfp-3_SD 
(Kap. 2.2.2.4, S. 36) erfolgte mit den spezifischen T7 Primern durch Eurofins Genomics. Dafür 



2   Material und Methoden          35 

 

wurden 100 ng/μL Plasmidlösung in 15 µL und je 5 µL mit einer Konzentration von 10 pmol/μL 
der Primer eingeschickt. Die Analyse der Sequenzierergebnisse erfolgte mit Hilfe des open 
source Programms Clustal Omega (1.2.1) multiple sequence alignment. 

T7 forward-Primer: 5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG G -3’ (19 nt) 

T7 reverse-Primer: 5’- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3’ (19 nt) 

2.2.2.3 Transformation von E. coli 

2.2.2.3.1 Hitzeschock-Methode 
Zur Transformation von E. coli mit dem jeweiligen Plasmid (Tabelle 2-10) wurden die chemo-
kompetenten E. coli Stämme DH5α (Plasmidamplifikation), E. coli BW3110 und KRX (Expres-
sion) verwendet. Dazu wurden 100 µL der chemokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und 
mit ca. 300 – 500 ng Plasmid gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde ein 
Hitzeschock für 45 s bei 42 °C durchgeführt. Es folgte eine Inkubation auf Eis für 2 min, bevor 
800 μL LB-Medium (10 g/L Trypton/Pepton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt; pH 7,0) zugege-
ben wurden. Der Ansatz wurde für 45 – 60 min bei 37 °C und 650 rpm (Eppendorf Thermomi-
xer) inkubiert. 50 µL der Zellsuspension und ein Teil des resuspendierten Pellets wurden auf 
einer LB-Platte mit entsprechenden Antibiotikum (Tabelle 2-10) ausgestrichen. Die LB-Platten 
wurden für ~ 16 h bei 37 °C inkubiert. 

Tabelle 2-10 Übersicht der verwendeten Plasmide in E. coli DH5α, BW3110 oder KRX, sowie de-
ren Antibiotikaresistenz und die finale Konzentration im Medium 

Plasmid Bezeichnung Resistenz cAb final (µg/mL) 
pET28a_Mefp3_SD E. coli DH5α, pET28a_Mefp3_SD KanR 30 
pET28a_Mgfp3_SD E. coli DH5α, pET28a_Mgfp3_SD KanR 30 
pJOE_DP1A E. coli DH5α, pJOE_DP1A AmpR 100 
pJOE_DP1A E. coli BW3110, pJOE_ DP1A AmpR 100 
pJOE_DP1B E. coli DH5α, pJOE_ DP1B AmpR 100 
pJOE_DP1B E. coli BW3110, pJOE_ DP1B AmpR 100 
pET28a_DP2 E. coli DH5α, pET28a_DP2 KanR 30 
pET28a_mTyr E. coli DH5α, pET28a_mTyr KanR 30 
pET28a_mTyr E. coli KRX, pET28a_mTyr KanR 30 

2.2.2.3.2 Elektroporation  
Die Transformation von E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS mit dem jeweiligen Expressionsvektor 
erfolgte nach der Standardprozedur für Elektroporation [Sambrook und Russell, 2006]. Die 
Expressionsstämme sind in Tabelle 2-11 aufgelistet. 

Tabelle 2-11: Übersicht der verwendeten Plasmide in E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS 

Plasmid Bezeichnung Resistenz cAb final (µg/mL) 
pET28a_Mefp3_SD E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS, 

pET28a_Mefp3_SD 
KanR+CmR 30 + 33 

pET28a_DP2 E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS, 
pET28a_DP2 

KanR+CmR 30 + 33 

pJOE_DP1A E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS, 
pJOE_DP1A 

AmpR+CmR 30 + 33 
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2.2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA 
Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus einer E. coli Kultur wurden 5 mL LB-Medium (je nach 
eingesetztem Plasmid KanR, AmpR oder KanR+CmR, Tabelle 2-10, S. 35) mit einer entspre-
chenden E. coli Einzelkolonie steril inokuliert und für mind. 16 h bei 37 °C und 180 rpm (Mul-
titron Infors HT) inkubiert. Die Kulturen wurden am Folgetag bei ~ 11000 x g zentrifugiert, der 
Überstand entfernt und mit dem Zellpellet zur weiteren Bearbeitung nach Herstellerangaben 
des GeneJETTM Plasmid Miniprep Kits (Thermo Scientific) verfahren. Abweichend vom Her-
stellerprotokoll erfolgte die Elution der Plasmid-DNA mit 30 µL ddH2O (60 °C). 

2.2.2.5 Quantifizierung von DNA 
Durch photometrische Bestimmung der Absorption bei 260 nm erfolgte die Quantifizierung der 
DNA-Konzentration einer Probe (NanoDrop). Zur Beurteilung der Reinheit der Plasmidpräpa-
ration wurde ebenfalls die Absorption bei 280 nm bestimmt und das Verhältnis beider Absorp-
tionen (A260 / A280) überprüft. Der Quotient sollte zwischen 1,8 und 1,9 liegen, um von einer 
ausreichend aufgereinigten DNA auszugehen [Held, 2001; Manchester, 1996; Wilfinger et al., 
1997]. 

2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Analyse von DNA-Proben wurde die horizontale Agarosegelelektrophorese genutzt. Dazu 
wurden 1 %-ige (w/v) Agarosegele mit TAE-Puffer (Tabelle 2-3, S. 27) hergestellt, die mit 20 
µL Ethidiumbromid (cfinal = 0,57 mg/mL) versetzt wurden. Die DNA-Proben wurden vor dem 
Auftragen mit DNA Loading Dye gemischt (5 µL Probe + 1 µL 6 × DNA Loading Dye) und 
anschließend auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte für 1 h bei 80 V und 400 
mA. Die Auswertung und Dokumentation der DNA-Proben wurde mit dem Gel-Dokumentati-
onssystem Syngene GenGenius (VWR, USA) mittels UV-Licht durchgeführt. Die Bildbearbei-
tung erfolgte mit Hilfe von GeneSnap (Version 6.03). 
 

2.2.3 Heterologe Produktion 

2.2.3.1 Kultivierung von E. coli-Stämmen 

2.2.3.1.1 Schüttelkolbenmaßstab 
Alle verwendeten Medienbestandteile zur Kultivierung von E. coli Stämmen wurden durch Au-
toklavieren bei 125 °C für 25 min sterilisiert. Antibiotika und Induktorsubstanzen wurden steril 
filtriert. Zunächst erfolgten Test-Experimente zur Produktion der rekombinanten Proteine im 
20 mL Schüttelkolbenmaßstab (SK, in der gesamten Arbeit wurden Schikanekolben verwen-
det) in verschiedenen E. coli Stämmen, um die besten Induktions- und Produktionsbedingung 
zu ermitteln. Es wurden verschiedene Kultivierungsparameter verglichen, in denen zunächst 
die Induktionsdauer (2 – 22 h), Induktionstemperatur (20 – 37 °C) und die Induktorkonzentra-
tionen untersucht wurden. Die final verwendeten Kombinationen für den 500 mL SK-Maßstab 
sind in Tabelle 2-12 zusammengefasst.    
Für die Produktion der Zielproteine wurden 100 mL einer Vorkultur (VK) TB-Medium mit ent-
sprechenden Antibiotikum mit einer Kolonie inokuliert und für ~ 16 h bei 37 °C und 130 rpm 
inkubiert. Die Zellkultur wurde für 20 min bei 4 °C und 3800 x g zentrifugiert. Das Zellpellet 
wurde in frischem TB-Medium mit Antibiotikum aufgenommen. Anschließend wurde die VK 
genutzt, um die Hauptkulturen (500 mL in 2 L SK) auf eine OD600 von 0,1 einzustellen 
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(Inkubation bei 37 °C und 80 rpm). Vor dem Start der Expression wurde die Temperatur auf 
die jeweilige Induktionstemperatur reduziert. Die Induktion wurde bei einer OD600 von 0,6 – 0,8 
initiiert und erfolgte für das jeweilige Zielprotein nach den in Tabelle 2-12 aufgelisteten Induk-
tionsbedingungen. Mittels Zentrifugation für 30 min bei 4 °C und 6000 x g wurden die Zellen 
geerntet. Die gewonnene BFM wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C 
bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. 
Für die SDS-PAGE-Analyse (Kap. 2.2.4.1, S. 39) von 1/OD600-Proben wurde 1 mL Zellsuspen-
sion (bei einer Kultur mit einer OD600 von 1,0) entnommen und für 10 min bei 4 °C und ~ 11000 
x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen. Das Zellpellet wurde in 100 μL Proben-
puffer resuspendiert und für 5 min bei 99 °C inkubiert. Für die SDS-PAGE-Analyse wurden 
10 μL der entsprechenden 1/OD600-Probe und 5 µL Marker (Thermo Scientific) aufgetragen. 

Tabelle 2-12 Übersicht der verwendeten Plasmide und E. coli Stämme und der jeweils verwende-
ten finalen Induktionsbedingung 

Zielprotein Plasmid Re-
sistenz 

E. coli Stamm Induktionsbedingungen 

His-SUMO-
Mefp-3 

pET28a_Mefp3_SD Kan+CmR BL21 (DE3) Gold 
pLysS  

1 mM IPTG, 30 °C, 20 h 

His-SUMO-
Mgfp-3 

pET28a_Mgfp3_SD Kan+CmR BL21 (DE3) Gold 
pLysS  

1 mM IPTG, 30 °C, 20 h 

DP1A pJOE_DP1A AmpR BW3110 5 mM Rhamnose, 25 °C, 22 h 
DP1B pJOE_DP1B AmpR BW3110 5 mM Rhamnose, 25 °C, 22 h 
DP2 pET28a_DP2 Kan+CmR BL21 (DE3) Gold 

pLysS 
1 mM IPTG, 37 °C, 2 h 

His6-mTyr pET28a_mTyr KanR KRX 5 mM L-Rhamnose + 1 mM IPTG, 
30 °C, 21 h 

2.2.3.1.2 Bioreaktormaßstab 
Zur Bereitstellung von ausreichenden Mengen an Designer-Proteinen erfolgte eine Erhöhung 
des Kultivierungsmaßstabs von 0,5 L (SK) auf 7,5 bzw. 15 L. Zu diesem Zweck wurde die 
Kultivierung auf einen Bioreaktor (BIOSTAT® C, Sartorius) in Fed-Batch-Fermentation über-
tragen. Die Fermentation erfolgte zunächst im batch-Modus mit 5 g/L Glucose und einer an-
schließenden kontinuierlichen Zugabe (100 – 140 g/L) einer feed-Lösung aus 150 g/L Hefeex-
trakt und 250 mL/L Glycerin. Die Regelgrößen während der Fermentation waren die Tempe-
ratur, die Sauerstoffsättigung, der pH-Wert sowie die Schaumbildung. Die Regulierung des 
pH-Wertes auf 7,0 während der Fermentation erfolgte mittels 10 %-iger Natronlauge oder 
20 %-iger Phosphorsäure. Der Sauerstoffpartialdruck wurde durch Anpassung der Rührer-
drehzahl konstant auf pO2 = 5 L/min gehalten. Als Antischaummittel diente 20 %-iges 
STRUKTOL J673.  
Die Kultivierung erfolgte dreistufig in LB-Medium (10 g/L Trypton/Pepton, 10 g/L NaCl, 5 g/L 
Hefeextrakt; pH 7,0) mit dem entsprechenden Antibiotikum unter folgenden Bedingungen: I – 
2 x 20 mL, LB-Medium, ~ 16 h, 37 °C und 130 rpm; II –  2 x 100 mL LB-Medium, ~ 16 h, 37 °C 
und 100 rpm; III –  6 x 500 mL LB-Medium, ~ 16 h, 30 °C und 80 rpm. Die Start-OD600 aller 
Vorkulturen (VK) betrug jeweils 0,1. Die dritte VK diente als Inokulum (3 L des jeweiligen E. coli 
Stammes mit entsprechenden Expressionsplasmid, siehe Tabelle 2-13) für die Fermentation 
im 7,5 bzw. 15 L Maßstab. 
Für das Anfangsvolumen an TB-Medium wurden 0,5 g/L Ammoniumchlorid, 35 g/L Hefeex-
trakt in 5 L dH2O gelöst und im Fermenter auf 7,5 bzw. 15 L dH2O aufgefüllt. Die Sterilisation 
fand in situ statt. Die batch-Glucose und die feed-Lösung wurden separat autoklaviert. Vor 
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Inokulation erfolgten der Ausgleich des Kondensatverlustes (Gl. 2-1) im Fermenter mit sterilem 
dH2O, die Zugabe der batch-Glucose und des jeweiligen Antibiotikums, 0,5 g/L Magnesiumsul-
fat, 11 g/L di-Kaliumhydrogenphosphat sowie das Einstellen des pH-Wertes auf 7,0. 
x =   VStart –  ( VSteri –  VVerlust  +  VInokulum  +  VBatch−Glc  + VAntibiotikum  +  VMgSo4 + VK2HPO4)    (Gl. 2-1) 

Das Wachstum erfolgte bei 37 °C. Der Glucoseverbrauch wurde in regelmäßigen Abständen 
off-line am Glucose-Analysator (YSI2700 Select, YSI Life Sciences) verfolgt. Nach vollständi-
gem Glucoseverbrauch wurde die kontinuierliche Zufütterung mit 140 g/h feed-Lösung gestar-
tet. Bei einer OD600 von ca. 35 wurde die Temperatur auf 25 °C abgesenkt und der feed auf 
100 g/h reduziert. Nach Erreichen der Temperatur (~ 30 min) erfolgte die Induktion mit dem 
jeweiligen Induktor (Tabelle 2-13) für 17 h bei 25 °C. Zur Wachstumskontrolle wurde die OD600 
in regelmäßigen Abständen gemessen (off-line). Das Anlegen von 1/OD600-Proben (Kap. 
2.2.3.1.1, S. 36) für die Untersuchung zur Zielproteinbildung mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, 
S. 39) erfolgte direkt vor der Induktion und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion 
sowie zur Zellernte. Die jeweiligen Zellen wurden nach 24 h durch Zentrifugation (6000 g, 
30 min, 4 °C) geerntet und bei - 20°C gelagert. 

Tabelle 2-13 Übersicht der verwendeten E. coli Stämme mit dem jeweiligen Expressionsplasmid 
im Bioreaktormaßstab 

Zielprotein Plasmid Resistenz E. coli Stamm c Induktor final 
His-SUMO-Mefp-3 pET28a_Mefp3_SD Kan+CmR E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS  1 mM IPTG 
His-SUMO-Mgfp-3 pET28a_Mgfp3_SD Kan+CmR E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS  1 mM IPTG 
DP1A pJOE_DP1A AmpR E. coli BW3110 5 mM Rhamnose 
DP1B pJOE_DP1B AmpR E. coli BW3110 5 mM Rhamnose 
DP2 pET28a_DP2 Kan+CmR E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS 1 mM IPTG 

2.2.3.2 Zellaufschluss 
Zum Zellaufschluss wurden für die verschiedene Designer-Proteine unterschiedliche Resus-
pensionspuffer verwendet (Tabelle 2-14). 

Tabelle 2-14 Übersicht der verwendeten Resuspensionspuffer 

Zielpro-
tein 

Plasmid E. coli Stamm Resuspensionspuffer 

His-SUMO-
Mefp-3 

pET28a_Mefp3_SD E. coli BL21 (DE3) 
Gold pLysS  

100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 
1 mM PMSF (pH 8,0)* 

His-SUMO-
Mgfp-3 

pET28a_Mgfp3_SD E. coli BL21 (DE3) 
Gold pLysS  

100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 
1 mM PMSF (pH 8,0)* 

DP1A pJOE_DP1A E. coli BW3110 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 
500 mM KCl, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA; pH 8,0 

DP1B pJOE_DP1B E. coli BW3110 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 
500 mM KCl, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA; pH 8,0 

DP2 pET28a_DP2 E. coli BL21 (DE3) 
Gold pLysS 

10 mM NH4-acetat (pH 6,7)* 

His6-mTyr pET28a_mTyr E. coli KRX 20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl (pH 7,5)* 
* Zugabe von 10 U/mL Benzonase und 5 mM MgCl2 vor mechanischem Zellaufschluss 

2.2.3.2.1 Mechanischer Zellaufschluss  
Für kleinere Ansätze (≤ 8 g BFM) und zur ersten Überprüfung der Löslich-Unlöslichverteilung 
der Designer-Proteine wurden die Zellen mittels OneShot bei 1380 bar aufgeschlossen. Im 
Anschluss erfolgte der Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator (HDH) über drei 
Passagen bei ca. 1000 bar und 4 °C. Etwa  200 g der jeweiligen E. coli BFM wurde in 400 mL 
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Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14) aufgenommen. Zur Abtrennung der löslichen Fraktion 
wurde das Zelllysat zentrifugiert (Rotor JA 10, 17700 x g, 30 min, 4 °C). Die Proteinkonzent-
ration des Rohextraktes (RE) wurde nach Bradford (Kap. 2.2.6.1.1) bestimmt [Bradford, 1976]. 
Anschließend wurde das Pellet in einem Volumen Resuspensionspuffer aufgenommen, dass 
dem Zellsuspensions-Volumen vor Zentrifugation entsprach. Dieser Schritt diente dazu die 
Löslich-Unlöslichverteilung der rekombinanten Proteine mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1) zu 
analysieren. Für die SDS-PAGE wurden Proben des RE und Pellets jeweils im Verhältnis 1:1 
in SDS-PAGE-Probenpuffer angelegt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Die Beladung der SDS-
PA-Gele erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit jeweils 10 µL. 

2.2.3.2.2 Enzymatischer Zellaufschluss  
Für die Aufarbeitung der Designer-Proteine DP1A und DP1B erfolgte der Zellaufschluss en-
zymatisch mittels Lysozym. Dazu wurden 500 g der tiefgefrorenen Fermentationsbiomasse 
E. coli BW3110 (Kap. 2.2.3.1.2) in 1,5 L Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14) aufgenommen 
final mit 0,5 mg/mL Lysozym versetzt. Der Ansatz wurde für ~ 16 h bei 4 °C unter Rühren in-
kubiert. Anschließend erfolgte ein Nukleaseverdau für 1 h bei 4 °C durch die Zugabe von final 
10 U/mL Benzonase und 5 mM MgCl2. Zur Abtrennung der löslichen Fraktion wurde die Zell-
suspension zentrifugiert (Rotor JA 10, 17700 x g, 30 min, 4 °C). Die Proteinkonzentration des 
RE wurde mittels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2) bestimmt. Anschließend wurde das Zellpellet in 
einem Volumen Resuspensions-Puffer aufgenommen, dass dem Zellsuspensions-Volumen 
vor Zentrifugation entsprach. Dieser Schritt diente dazu die Löslich-Unlöslichverteilung der re-
kombinanten Proteine mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1) zu analysieren. Der RE wurde zur 
Reinigung von DP1A mittels Inverse Transition Cycling (ITC) verwendet (Kap. 2.2.5.2). 
 
2.2.4 Proteinchemische Methoden 

2.2.4.1 SDS-PAGE  
Die erforderlichen Lösungen und Puffer zur Herstellung der SDS-PA-Gele sind in Tabelle 2-15 
aufgelistet. Die Zusammensetzung aller verwendeten Reagenzien ist Tabelle 2-3 zu entneh-
men (S. 27). Die Gelpuffer wurden mit HCl auf pH 8,8 bzw. pH 6,8 eingestellt.  
Zu trennende Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und 5 – 10 min bei 99 °C inkubiert. 
Die Elektrophorese erfolgte 2-stufig in Laemmli-Puffer: In der ersten Stufe 6 min bei 80 mA 
und 300 V und in der zweiten Stufe 40 min bei 60 mA und 300 V.  
Im Anschluss wurde das Gel in Färbelösung für 1 h auf dem Wipptisch inkubiert. Nach der 
Färbung wurde das Gel mit dH2O gespült und mit Entfärbelösung bis zum ausreichenden Kon-
trast zwischen Hintergrund und Proteinbanden entfärbt. Zur Dokumentation wurden die Gele 
eingescannt. 

Tabelle 2-15: Zusammensetzung der Trenngele und Sammelgele nach [Laemmli, 1970] 

Substanz 2 Trenngele 12,5 % 2 Sammelgele 4,5 % 
Gelpuffer 2,5 ml 1,25 ml 
Acrylamid/ Bisacrylamid (30%)  4,2 ml 0,75 ml 
deionisiertes Wasser  3,3 ml 3,0 ml 
TEMED  10 µl 10 µl 
gesättigtes APS 20 µl 8 µl 
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2.2.4.2 Western-Blot 
Zur Western-Blot-Analyse wurden SDS-PA-Gele eingesetzt, die nach Abschnitt 2.2.4.1 ange-
fertigt wurden. Es wurde ein vorgefärbter Molmassenstandard (PPL Marker, Thermo Scientific) 
verwendet, um den Erfolg des Transfer-Verfahrens zu überprüfen.  
Die verwendete Nitrozellulosemembran und das Whatman-Filterpapier wurden 15 min in 
Transfer-Puffer (20 % (v/v) MeOH, 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1 % (w/v) SDS) auf dem 
Wipptisch äquilibriert. Das Blotten erfolgte bei 250 mA bei 20 V für 1 h. Im Anschluss wurden 
das Whatman-Filterpapier und das SDS-PA-Gel entfernt. Alle weiteren Schritte wurden (wenn 
nicht anders angegeben) auf dem Wipptisch durchgeführt. Die Nitrozellulosemembran wurde 
nacheinander zweimal mit je 15 mL TBS (10 mM Tris-HCl, pH 7,5 und 150 mM NaCl) für 
10 min gewaschen, 1 h in 10 mL Blocklösung (3 % BSA (w/v) in TBS) inkubiert, zweimal mit 
je 15 mL TBS-TT (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05 % (v/v) TWEEN®-20 und 
0,2 % (v/v) Triton X-100) und einmal mit 15 mL TBS für 10 min gewaschen. Es folgte die Bin-
dung des primären Antikörpers (Poly-anti-His Antikörper, 1:3000 in 10 mL Blocklösung) für 1 h. 
Nach zweimaligem Waschen mit je 15 mL TBS-TT und einmal 15 mL TBS für je 10 min wurde 
die Nitrozellulosemembran mit dem sekundären Antikörper (Anti-Maus Antikörper gekoppelt 
an alkalische Phosphatase, 1:10000 in 10 mL Blocklösung) 1 h inkubiert. Die Nitrozellulose-
membran wurde zweimal mit je 15 mL TBS-TT 10 min gewaschen. Die Anfärbung des Protein-
Antikörper-Komplexes erfolgte durch Zugabe von 10 mL alkalischer Phosphatase-Substratlö-
sung (eine BCIP/NBT- Substratlösung, Serva) für ~2 min ohne Schwenken. Die Farbreaktion 
wurde durch zweimaliges Waschen mit je 20 mL dH2O gestoppt und die Nitrozellulosememb-
ran zum Digitalisieren eingescannt. 
 

2.2.5 Reinigung der Proteine 

2.2.5.1 Chromatografische Proteinreinigung 
Die Aufarbeitungen der rekombinanten Proteine His6-SUMO-Mefp-3, His6-SUMO-Mgfp-3, 
DP1A, DP1B und His6-mTyr erfolgten mittels Affinitätschromatografie über den N-terminalen 
His6-tag. Die Chromatografieläufe wurden mit dem System ÄKTA pure der Firma GE-
Healthcare (Uppsala, Schweden) durchgeführt. Die Datenaufzeichnung und Auswertung der 
Chromatogramme erfolgte mit der Software Unicorn 7.0. Alle eingesetzten Puffer bzw. Lösun-
gen wurden filtriert (Porendurchmesser = 0,2 μm) und entgast (Ultraschallbad). Die Lagerung 
der IMAC-Säulen erfolgte in 20 % EtOH. Zur Entfernung des EtOH wurden die Säulen vor 
Beladung mit mind. 3 CV ddH2O gespült und im Anschluss mit 5 CV Puffer A äquilibriert. Die 
in der vorgelegten Arbeit durchgeführten Chromatografieläufe erfolgten bei Raumtemperatur. 

2.2.5.1.1 Reinigung von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 
Für die Aufarbeitung von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 wurden 200 g der ein-
gefrorenen E. coli BL21 (DE3) pLysS Biomasse in 400 mL Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14, 
S. 38) aufgenommen und aufgetaut. Die Zellen wurden mittels Homogenisator (Ultra-Turrax®) 
resuspendiert und mittels HDH (Kap. 2.2.3.2.1, S. 38) aufgeschlossen. Nach Abtrennung der 
Zelltrümmer durch Zentrifugation (17700 x g, 30 min, 4 °C) wurde der RE auf eine Ni(II)-
Sepharose-Excel-Säule (XK 26/20, CV = 39,3 mL) aufgetragen. 
Die Beladung der Säule erfolgte über die externe sample pump mit einer Flussrate von 
5 mL/min Puffer A (10 mM Tris-HCl, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl; pH 8,0). Zur Abtren-
nung unspezifisch gebundener Proteine wurde 8 CV mit Puffer A und anschließend 7 CV mit 
5 % Puffer B (10 mM Tris-HCl, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 750 mM Imidazol; pH 8,0) 
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gewaschen. Der Durchlauf und die Waschfraktionen wurden für die SDS-PAGE-Analyse 
(Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (Kap. 2.2.6.1.1, 
S. 43) aufgefangen. Anschließend erfolgte die lineare Elution von 5 – 100 % Puffer B über 
5 CV, gefolgt von der isokratischen Elution mit 100 % Puffer B für 4 CV. Die eluierenden Pro-
teine wurden fraktioniert (2 mL) aufgefangen und analysiert. 
Die Zielprotein-enthaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und zweimal gegen 1 L Puffer A 
bei 4 °C für 1 h dialysiert. Dazu wurden Dialyseschläuche mit einem MWCO von 3,5 kDa 
(Spectra/Por® 7 Dialysis Membrane) verwendet. Als Maß für die Salzkonzentration wurde die 
Leitfähigkeit in der Probe vor und nach der Dialyse gemessen (GMH 3430, Greisinger GmbH). 
Um potenzielle Aggregate von der Lösung zu trennen, erfolgte eine Zentrifugation für 30 min 
bei 50000 x g und 4 °C. Die Proteinkonzentration von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-
Mgfp-3 wurde bestimmt. Im Anschluss wurden 1,5 mL Aliquots in flüssigem N2 eingefroren und 
bei - 80 °C gelagert. 

2.2.5.1.1.1 SUMO-Protease Verdau 
Für die weitere Proteinpräparation wurde das Fusionsprotein durch Einsatz der hochspezifi-
schen SUMO-Protease gespalten [Malakhov et al., 2004]. Dafür wurde die SUMO-Protease 1 
aus Saccharomyces cerevisiae (ScUlp1) verwendet. Die ScUlp1 wurde im Rahmen der vor-
gelegten Arbeit aus E. coli Zellen nach dem in der Dissertation von Frau Dr. Thümmler etab-
lierten Protokoll [Thümmler, 2018] gereinigt. Das Enzym wurde in einem molaren Verhältnis 
von 1:1000 eingesetzt. Der Verdau wurde im Wasserbad bei 30 °C für 1 h inkubiert. Die Voll-
ständigkeit des Verdaus wurde mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) ermittelt. Zum Entfer-
nen des His6-SUMO-Proteins und der SUMO-Protease, erfolgte ein Zentrifugationsschritt 
(50000 x g, 30 min, 4 °C). Der Überstand enthielt das SUMO-Protein und SUMO-Protease, 
Mefp-3 / Mgfp-3 hingegen verblieben im Pellet. Anschließend wurden die Zielprotein-enthalte-
nen Pellets in 25 % Essigsäure zweimal für 1 h bei 4 °C im Drehteller resolubilisiert. Nach 
Zentrifugation wurde die Proteinkonzentration der gereinigten Zielproteine Mefp-3 und Mgfp-3 
bestimmt. Danach wurden 1,5 mL Aliquots in flüssigem N2 eingefroren und bei  - 80 °C gela-
gert. 

2.2.5.1.2 Reinigung der mikrobiellen Tyrosinase  
Die mikrobielle Tyrosinase (His6-mTyr) aus V. spinosum wurde rekombinant aus E. coli KRX 
isoliert. Die Reinigung basierte auf Literaturangaben [Axambayeva et al., 2018]. 24 g einge-
frorener BFM (Kap. 2.2.3.1.1, S. 36) wurden in 50 mL Resuspensionspuffer (Tabelle 2-14, 
S. 38) aufgetaut. Die Zellen wurden mittels Homogenisator (Ultra-Turrax®) resuspendiert und 
anschließend für eine Passage bei ~ 1375 bar im OneShot (OS Model) aufgeschlossen. Nach 
Abtrennung der Zelltrümmer durch Zentrifugation (100000 x g, 30 min, 4 °C) wurde der RE auf 
eine Ni(II)-Sepharose-Excel-Säule (XK 26/20, CV = 38 mL) aufgetragen.  
Die Beladung erfolgte über einen 150 mL-Superloop mit einer Flussrate von 5 mL/min Puffer 
A (20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH 7,5). Unspezifisch gebundene Prote-
ine wurden durch einen Waschschritt von 3,5 CV mit 5 % Puffer B (20 mM Na2HPO4, 500 mM 
NaCl, 1 M Imidazol; pH 7,5) von der Säule gewaschen. Anschließend wurde His6-mTyr mit 
Puffer B 1,6 CV über einen Gradienten von 5 – 100 % in 2 mL Fraktionen eluiert. Die isokrati-
sche Elution erfolgte mit 100 % Puffer B für 2 CV. Der Durchlauf, Wasch- und Elutionsfraktio-
nen wurden mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Protein-konzentrationsbestimmung 
nach Bradford (Kap. 2.2.6.1.1, S. 43) analysiert. 
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Die His6-mTyr enthaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und gegen 2 L PBS (pH 7,4) bei 
4 °C für 1,5 h dialysiert (Dialyseschläuche MWCO von 15 kDa, Spectra/Por® 7 Dialysis Memb-
rane). Das Dialysat wurde für 30 min bei 4 °C und 50000 x g zentrifugiert. Das gereinigte Ziel-
protein His6-mTyr wurde anschließend mit Glycerin versetzt, final 50 % (v/v). Aliquots (1 mL) 
wurden in flüssigem N2 schockgefroren und bei - 80 °C gelagert. 

2.2.5.1.3 Reinigung von DP1A/B 
Als Puffer wurde ein Tris/Natrium-Phosphat-basierter Puffer (pH 8,0) nach Literaturangaben 
für Mfp verwendet [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005]. In Vorversuchen zeigte die Zugabe 
von NaCl zum Puffer einen positiven Effekt auf den Reinigungserfolg von DP1B. Für die chro-
matografische Reinigung von DP1B im 1 mL Maßstab wurden 1,5 g der eingefrorenen E. coli 
BW3110 BFM in 4 mL Resuspensionspuffer (Tabelle 2-16) aufgetaut und anschließend mittels 
One Shot (OS Model) für eine Passage bei ~ 1375 bar aufgeschlossen. Die Abtrennung der 
Zelltrümmer erfolgte durch Zentrifugation (100000 x g, 30 min, 4 °C). Der RE wurde auf eine 
His-Gravity-Column (GE-Healthcare, CV = 1 mL) aufgetragen. Weitere Reinigungsschritte er-
folgten nach Herstellerangaben (GE-Healthcare). Die Elution erfolgte in drei Schritten: 500 mM 
Imidazol (B1), 1 M Imidazol (B2) und 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff (B3) (Tabelle 2-16). Die 
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Western-Blot (Kap. 2.2.4.2, S. 
40) analysiert und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2, S. 43) be-
stimmt. 
Die Zielprotein enthaltenen Elutionsfraktionen wurden vereint und zweimal gegen 2 L Puffer A 
für 1 h bei 4 °C dialysiert (MWCO von 25 kDa, Spectra/Por® 7 Dialysis Membrane). Um po-
tenzielle Aggregate von der Lösung zu trennen, erfolgte eine Zentrifugation (50000 x g, 
30 min, 4 °C). Das gereinigte Zielprotein DP1B wurde aliquotiert (1 mL), mit flüssigem N2 ein-
gefroren und bei - 80 °C gelagert. 

Tabelle 2-16 Zusammensetzung der verwendeten Puffer zur Reinigung von DP1B mittels His-
Gravity columns 

Puffer Zusammensetzung 
A 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl (pH 8,0)* 
B1 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM Imidazol (pH 8,0) 
B2 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0) 
B3 10 mM Tris-HCl, 100 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol, 6 M Harnstoff (pH 8,0) 

* Als Resuspensionspuffer Zugabe von 20 mM Imidazol, 1 mM PMSF, 10 U/mL Benzonase und 5 mM 
MgCl2  

2.2.5.2 Reinigung von DP1A und DP1B mittels Inverse transition cycling (ITC)  
Als Alternative zu der chromatografischen Reinigung von DP1A wurde das Inverse transition 
cycling (ITC) als Reinigungsstrategie etabliert. DP1A/B enthält als kohäsiven Block ein Elastin-
ähnliches Polypeptid (ELP) bestehend aus dem sich wiederholenden Pentapeptid-Motiv 
(VPGVG)n [Desai und Lee, 2015; Desai et al., 2016] (Kap. 1.4.2.1, S. 20). Für die Reinigung 
von DP1A wurde das Protokoll basierend auf der Arbeit von Meyer und Chilkoti verwendet 
[Meyer und Chilkoti, 1999; Meyer und Chilkoti, 2002; Meyer und Chilkoti, 2004]. 
Nach dem enzymatischen Aufschluss von E. coli BW3110 pJOE_DP1A (Kap. 2.2.3.2.2, S. 39) 
wurde der RE (V1) unter Rühren auf 40 °C erhitzt und für 30 min inkubiert. Diese Tempera-
turerhöhung dient der Ausbildung der intra- und intermolekularen β-Faltblätter von DP1A/B. 
Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 40 min bei 40 °C und 17700 x g, wobei das Ziel-
protein im Pellet und der Hauptanteil der E. coli Proteine in Lösung verbleiben. Das Pellet 
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wurde dann auf Eis in einem 1
10� V1 (V2) Puffer mit geringerer Kaliumchlorid-Konzentration 

(100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 250 mM KCl; pH 8,0) aufgenommen und 
vorsichtig auf Eis resuspendiert. Bei der geringeren Temperatur erfolgt der strukturelle Über-
gang zu random-coil und die DP1A/B-Proteine gehen in Lösung über. Andere E. coli Proteine, 
die bei 40 °C ebenfalls präzipitiert sind, verbleiben hauptsächlich unlöslich. Zur Abtrennung 
erfolgte eine Zentrifugation (60000 x g, 30 min, 4 °C). Das cycling wurde zweimal wiederholt. 
Im 2. Schritt wurde das Zielprotein enthaltene Pellet nach Inkubation und Zentrifugation bei 
40 °C in ½ V2 (V3) Puffer ohne KCl (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0) 
aufgenommen. Final wurde das Proteinpellet mit DP1A/B in V3 des jeweiligen Puffers zur wei-
teren Verarbeitung aufgenommen (Tabelle 2-17). 

Tabelle 2-17 Finale Resuspensionspuffer zur Lagerung von DP1A/B nach Reinigung mittels ITC 

Nr. Resuspensionspuffer Verwendung 
1 100 mM NaH2PO4, 10 mM 

TRIS, 300 mM NaCl (pH 8,0) 
Untersuchungen am nanoDSF & Messungen an der QCM 

2 100 mM NaCH3COO (pH 5,5) Enzymatische Reaktion mit His6-mTyr & Modifikation Pep-
tid-gebundener Tyr zu DOPA 

3 50 mM NH4CH3COO (pH 5,0) Edman-Sequenzierung & Lyophilisation 

2.2.5.3 Gefriertrocknung (Lyophilisation)  
Die in der vorgelegten Arbeit rekombinant hergestellten und aus E. coli gereinigten Designer-
Proteine wurden in flüssigem N2 eingefroren. Anschließend wurden die Proteine bis zur voll-
ständigen Trocknung (Lyovac GT 2-E, Steris, Mentor, USA) lyophilisiert. Die Lyophilisate wur-
den bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 
 

2.2.6 Analytik 

2.2.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung 

2.2.6.1.1 Bradford 
Die Proteinkonzentration wurde mit dem Test nach Bradford bestimmt [Bradford, 1976]. Das 
Coomassie-Farbreagenz (117 nM Coomassie-Brillantblau G-250, 5 % (v/v) EtOH und 10 % 
(v/v) 85 %-ige Phosphorsäure) wurde filtriert und mit 10 % (v/v) Glycerin versetzt. Nach 24 h 
konnte das Reagenz verwendet werden. Für den Test wurden 25 μL Proteinlösung und 975 μL 
Coomassie-Farbreagenz für 2 min inkubiert und anschließend die Extinktion bei 595 nm ge-
gen einen Blindwert ermittelt. Als Kalibrierprotein wurde BSA (0 – 0,4 mg/mL) in dem jeweili-
gen Puffer eingesetzt. 

2.2.6.1.2 BCA-Assay 
Neben der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde der Bicinchoninsäure 
(BCA)-Assay [Brown et al., 1989; Smith et al., 1985; Wiechelman et al., 1988] für die Designer-
Proteine verwendet. Die erforderlichen Lösungen und Puffer sind in Tabelle 2-18 aufgelistet. 
Für den Test wurden 50 μL Proteinlösung und 1 mL Reagenz C für 10 min bei 65 °C inkubiert, 
auf Eis abgekühlt und für 3 min bei RT gelagert. Anschließend wurde die Extinktion bei 562 nm 
gegen einen Blindwert ermittelt. Als Kalibrierprotein wurde BSA (0 – 0,5 mg/mL) in dem jewei-
ligen Puffer eingesetzt. 
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Tabelle 2-18 Zusammensetzung der Reagenzien für den BCA-Assay  

Komponente Zusammensetzung Zusatzinformation 
Reagenz A 1 g/L BCA 

20 g/L Na2CO3 x H2O 
1,6 g/L Natriumtartrat – Dihydrat 
4 g/L NaOH 
9,5 g/L NaHCO3 

pH 11,25 

Reagenz B 40 g/L CuSO4 x 5 H2O  
Reagenz C 100 % (v/v) Reagenz A 

2 % (v/v) Reagenz B 
Vor Verwendung frisch herstellen 

2.2.6.1.3 Absorption bei 280 nm  
Basierend auf den Extinktionskoeffizienten der einzelnen Proteine erfolgte die Bestimmung 
der Konzentration der gereinigten Proteine (außer DP1A/B und DP2) über die Absorption bei 
280 nm. Die Extinktionskoeffizienten wurden anhand der Aminosäuresequenz mit dem Open 
Source Programm von ExPASy „ProtParam“ berechnet (Tabelle 2-19) [Gasteiger et al., 2005]. 
Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach Messung der Absorption bei 280 nm mittels 
Photometer (NanoDrop).  

Tabelle 2-19: Berechnete Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte für die einzelnen Pro-
teine (ExPASy „ProtParam“) 

Protein Extinktionskoeffizient (M-1 · cm-1) Molekulargewicht (kDa) 
His6-SUMO-Mefp-3 32890 19,2 
Mefp-3 31400 5,83 
His6-SUMO-Mgfp-3 32890 18,99 
Mgfp-3 31400 5,59 
SUMO-Protease 31525 28,99 
His6-mTyr 80900 37,5 

2.2.6.2 Ermittlung des Temperaturübergangs mittels nanoDSF 
Die Analyse des reversiblen Temperaturübergangs von DP1A/B und DP2 erfolgte mittels na-
noDSF (differential scanning fluorimetry). Dabei wird die Verschiebung der intrinsischen Trp- 
und Tyr-Fluoreszenz beim Entfalten durch Erfassen der Fluoreszenz bei einer Emissionswel-
lenlänge von 330 und 350 nm gemessen. Die mathematische Grundlage bildet die Freie Ent-
halpie (früher auch als Gibbs-Energie bezeichnet, engl. Free Gibbs energy). Die freie Gibbs-
Energie (ΔG) in der Proteinentfaltung ist ein thermodynamisches Maß für die Wahrscheinlich-
keit, dass ein Faltungsereignis eintreten kann. ΔG setzt die Proteinfaltung auch in Beziehung 
zu Änderungen der Enthalpie (ΔH) und der Entropie (ΔS) in Abhängigkeit von der Temperatur 
(T). Es gilt bei reversiblen Zustandsänderungen: 
 

∆𝐺𝐺 (𝑇𝑇𝑡𝑡) =  ∆𝐻𝐻 (𝑇𝑇𝑡𝑡)− 𝑇𝑇∆𝑆𝑆 (𝑇𝑇𝑡𝑡) = 0          (Gl. 2-2) 

Bei den Berechnungen zur thermodynamischen Stabilität eines Proteins werden immer Gleich-
gewichtszustände betrachtet. Die thermodynamische Stabilität beschreibt die Energiedifferenz 
zwischen dem Protein im nativen (gefalteten) und denaturierten (entfalteten) Zustand. Für die 
Auswertung der Übergänge wird von einem Zweizustandsmodell (engl. Two state transition 
model) ausgegangen [Tanford, 1968]. Die spezifische Übergangstemperatur (Tt, bei dem die 
Hälfte des Proteins strukturiert und die andere Hälfte entfaltet vorliegt) kann am Wendepunkt 
der sigmoidalen Kurve abgelesen werden. Proteine mit einer höheren Tt sind stabiler, da ein 
größerer Energieeintrag erforderlich ist, um den Entfaltungsübergang zu erreichen.  
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Im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit werden keine klassischen Faltungsübergänge betrach-
tet. Es handelt sich vielmehr um Zustandsänderungen der analysierten Proteine (Kap. 3.3.1, 
S. 91). Demnach bleibt die zugrundeliegende mathematische Betrachtung die gleiche. Tt be-
schreibt hier die Temperatur, bei der die Zielproteine in gleichen Anteilen in den jeweils einen 
oder anderen Zustand vorliegen. Zur Bestimmung der Übergangstemperaturen mittels nano-
DSF kann entweder die Fluoreszenzänderung beider Wellenlängen verwendet werden oder 
das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten (F350/F330) aufgetragen werden. Der Wendepunkt 
bildet nach 1. Ableitung des Temperaturübergangs das Maximum oder Minimum (Tt) ab. Die 
Messung ist unabhängig von der Pufferzusammensetzung und Tt kann über einen Konzentra-
tionsbereich von 250 mg/mL bis zu 5 μg/mL analysiert werden.  
Die Experimente wurden am nanoDSF-Gerät der Firma NanoTemper Technologies GmbH 
(Prometheus NT.48) durchgeführt. Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkühl-
phase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit einer Temperaturrampe von 1 °C/min. Für die 
Messungen wurde je nach Probenbeschaffenheit eine Anregungsintensität des Lasers von 45 
– 100 % gewählt. 10 µL der Probe wurden in einer Kapillare (Prometheus NT.48 Series nano-
DSF Grade Standard Capillaries) aufgenommen, in den vortemperierten Probenhalter einge-
setzt und als technisches Triplikat (n = 3) parallel gemessen. Für die Analyse wurden je nach 
DP verschiedene Puffer verwendet (Tabelle 2-20). Die Auswertung erfolgte mit der Software 
„PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies). 

Tabelle 2-20 Pufferzusammensetzung der mittels nanoDSF untersuchten Proteine 

Protein Puffer / Lösung 
Mfp-3 5 % Essigsäure 
DP1A/B 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0 
DP2 10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0 

2.2.6.3 Messung der dynamischen Lichtstreuung 
Die Untersuchungen zur dynamischen Lichtstreuung (DLS) zur Bestimmung der Partikelgröße 
und des Zetapotenzials der DP1A-Variante erfolgten am Malvern Instruments Zetasizer Nano 
ZS (Malvern Panalytical GmbH, Deutschland). Die Messungen wurden in der Abteilung Phar-
mazeutische Technologie (Prof. Mäder, MLU Halle) in Zusammenarbeit mit Eike Busmann 
durchgeführt. Für die Analyse wurde das Protein in verschiedenen Konzentrationen unter-
sucht: 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL. Die Proteine lagen in 10-fach verdünnten Basispuf-
fer (1 mM Tris-HCl, 10 mM NaH2PO4, 30 mM NaCl; pH 8.0) vor, um die Ausbildung der Agglo-
merate besser verfolgen zu können. Die Pufferlösungen wurden vor der Analyse filtriert (0,2 
µm Sterilfilter). Die Messungen erfolgten jeweils in Dreifachbestimmung bei einem Messwinkel 
von 173 ° (Backscatter) mit 15 Durchläufen (runs) pro Messung bei 25 °C. 

2.2.6.4 Analyse der His6-mTyr Aktivität 

2.2.6.4.1 Kontinuierlicher photometrischer Aktivitätstest 
Basierend auf der Publikation von [Duckworth und Coleman, 1970] zur Bestimmung der spe-
zifischen Tyrosinaseaktivität, wurde die Methode für die kommerzielle Pilz-Tyrosinase von 
Sigma modifiziert. Dieser Assay wurde zur Bestimmung der Aktivität durch Messung der Ab-
sorptionsänderung bei 280 nm verwendet. Als Substrat wurde Tyr eingesetzt, welches durch 
His6-mTyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) umgewandelt wird. Durch die Hydroxylie-
rung nimmt die Absorption bei 280 nm zu. Üblicherweise wird die kommerziell erhältliche Pilz-
Tyrosinase aus Agaricus bisporus von Sigma verwendet (Kap. 1.4.1.1.3, S. 17) und wurde 
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daher zum Vergleich analysiert. Entgegen der allgemeinen Definition einer Unit für Enzymak-
tivität, wurde in diesem Assay von Sigma eine andere Definition festgelegt. Dabei führt eine 
Unit zu einem Anstieg bei A280 von 0,001 pro Minute bei pH 6,5 und 25 °C in einem 3 mL-
Reaktionsgemisch mit L-Tyr. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Bedingungen wie folgt angepasst: T = 37 °C, VReaktion = 
2,44 mL. Vor der Reaktion wurden die Komponenten für 5 min bei 37 °C inkubiert. In einer 
Quarzküvette (d = 10 mm) wurden temperiertes Tyr, Puffer, dH2O und CuSO4 gemäß Tabelle 
2-21 vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Tyrosinase gestartet und die Absorption 
bei 280 nm kontinuierlich am NanoDrop unter Rühren bei 37 °C für 4 min verfolgt. Als Referenz 
diente ein Reaktionsansatz ohne Enzym. 
 

 
Abb. 2-1 Umwandlung von L-Tyrosin in L-DOPA und L-Dopachinon, katalysiert durch Tyrosinase 
[Agunbiade und Roes-Hill, 2022]. 
Tabelle 2-21 Pipettierschema für die enzymatische Reaktion 

Komponente Stammlösung Volumen finale Konzentration 
Puffer (KH2PO4; pH 6,5) 50 mM 852 µL 17,5 mM 

Enzym 

     His6-mTyr 

     Pilz-Tyrosinase (Sigma) 

Variabel  

4,48 µL 

21,8 µL 

 

0,61 µg/mL  

6,82 µg/mL 

CuSO4 1,63 mM 3 µL 2 µM 

Tyrosin 1 mM 834 µL 0,34 mM 

dH2O - Variabel - 

Total  2440 µL  
 

2.2.6.4.2 In vitro Modifikation der Designer-Proteine 
Die Modifikationsreaktion der Proteine erfolgte in Reaktionspuffer (100 mM Na-acetat, 25 mM 
Ascorbinsäure, 20 mM Na-Borat, 2 µM CuSO4; pH 5,5) für 5 h bei 25 °C im Wasserbad. Im 
Ansatz wurden folgende Konzentrationen an Zielprotein eingesetzt: 0,3 mg/mL (Mfp-3) und 
0,9 mg/mL (DP1A/B, DP2). In einer Studie zur Adhäsion von Mefp-5 an Mica wurde für modi-
fiziertes Mefp-5 gezeigt, dass bei pH 7 – 8 die Komplexierung mit Borat Peptid-gebundenes 
DOPA vor weiterer Oxidation schützt. Die Adhäsion von boratgeschütztem Mefp-5 war für pH 
3 als auch für pH 8 vergleichbar [Kan et al., 2014]. Aus diesem Grund erfolgte in der vorlie-
genden Arbeit für alle in vitro Modifikationen der DP die Zugabe von final 20 mM Na-Borat im 
Reaktionsansatz. Die enzymatische Reaktion wurde mit 50 µg/mL His6-mTyr gestartet und 
nach 5 h beendet. Zur Gewährleistung einer ausreichenden Sauerstoffversorgung wurden die 
Reaktionsgefäße nicht verschlossen und der Reaktionsansatz jede Stunde durch Pipettieren 
gemischt. Für die SDS-PAGE-Analyse und den Nachweis von DOPA durch NBT-Färbung 
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(Nitroblautetrazoliumchlorid) (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46) erfolgte die Probenentnahme jeweils vor 
und nach der Reaktion.  

2.2.6.4.3 Qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Färbung 
Die NBT-Färbung (Nitroblautetrazoliumchlorid) ist eine qualitative Analysemethode zum spe-
zifischen Nachweis von Chionen. Chinone katalysieren bei basischem pH-Wert einen Redox-
Zyklus mit Gly als Reduktionsmittel [Paz et al., 1991]. Dabei wird ein Superoxid gebildet, wel-
ches in Gegenwart von NBT und molekularem Sauerstoff Tetrazolium zu Formazan reduziert 
(Abb. 2-2). Die Reaktion kann optisch durch einen Farbumschlag von gelb zu violett verfolgt 
werden. Diese Eigenschaft der Chinonoidverbindungen wird für die gezielte Färbung von Chi-
non-haltigen Proteinen (z.B. DOPA-enthaltende Proteine) genutzt. 

 

Abb. 2-2: Reaktionsmechanismus von NBT mit Superoxid zur Bildung von NBT-Formazan und 
zweiatomigem Sauerstoff modifiziert nach [Bakr und Rahaman, 2016] 

Für die NBT-Färbung wurden 2 – 5 µL Probe auf eine Nitrozellulosemembran pipettiert oder 
die zu analysierenden Proteine wurden nach SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) auf die Nitro-
zellulosemembran mittels Western-Blot (Kap. 2.2.4.2, S. 40) transferiert. Die Membran wurde 
anschließend für 45 min in einer NBT/Glycinat-Lösung (0,6 mg/mL NBT in 2 M Kaliumglycinat-
Puffer; pH 10) unter Lichtausschluss inkubiert. Die gefärbte Nitrozellulosemembran wurde 
nacheinander zweimal mit Natriumborat-Lösung (0,16 M Natriumtetraborat Decahydrat) ge-
waschen und für ~ 16 h in der Natriumborat-Lösung inkubiert. Final wurde die Membran mit 
dH2O gewaschen, getrocknet und zum Digitalisieren des Ergebnisses eingescannt. 

2.2.6.4.4 Bestimmung der Hydroxylierungen mittels Massenspektrometrischer Analyse 
Die Massenspektrometrischen Analysen wurden hauptsächlich am Fraunhofer-Institut für Zell-
therapie und Immunologie (IZI) mit Dr. Marcel Naumann durchgeführt und analysiert. Zu Be-
ginn wurden die Proteinproben vor der MALDI-TOF/TOF Analyse durch Flüssigchromatografie 
gereinigt (Kap. 8.1.2.1.1.1, S. 168). Proteinhaltige Fraktionen wurden auf einem MALDI-
Probenträger mit den MALDI-Matrices S-DHB (Mischung aus 2,5-Dihydroxy-benzoesäure und 
2-Hydroxy-5-Methoxybenzoesäure) und DHAP (2,5-Dihydroxyaceto-phenon) kokristallisiert 
(Tabelle 8-3, S. 169). Die Massenspektren wurden an einem MALDI-TOF/TOF-
Massenspektrometer (Autoflex Speed, Bruker Daltonics) mit positiver Polarität sowohl im line-
aren Modus (Molmassenbestimmung) als auch im Reflektormodus (ISD- und T3-Analyse) auf-
genommen (Kap. 8.1.2.1.1.2, S. 169). Die Bestimmung der Molekülmassen basierte auf den 
Masse-Ladungs-Verhältnissen (m/z) von einfach und mehrfach geladenen Molekülionen, die 
in den erfassten Massenspektren beobachtet wurden. Der jeweilige Mittelwert wurde zum Ver-
gleich mit den theoretischen Molekülmassen der Designer-Proteine verwendet, die anhand 
der Aminosäuresequenzen im Open Source Tool „PeptideMass“ 
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(https://web.expasy.org/peptide_mass/) berechnet wurden. (Kap. 8.1.2.1.1.2.2, S. 170). Die 
Sequenzverifikation der Proteintermini erforderte den Einsatz einer speziellen Technik  der 
Massenspektrometrie, die als In-Source-Decay (ISD) bezeichnet wird (Kap. 8.1.2.1.1.2.4, 
S. 170). Die detaillierte Beschreibung der Messmethodik ist dem Anhang (Kap. 8.1.2.1, 
S. 168) zu entnehmen. 

2.2.6.5 Edman-Sequenzierung 
Zur Bestimmung der N-terminalen Sequenz der DP1A-Variante wurde durch einen externen 
Dienstleister (Proteome Factory AG, Berlin) eine N-terminale Proteinsequenzierung der ersten 
fünf Aminosäuren nach Edman durchgeführt (n = 4). Die Messung erfolgte an einem Applied 
Biosystems Model 494 Procise Edman Sequencer mit online ABI Model 140C PTH Amino Acid 
Analyser. 
 
2.2.7 Materialwissenschaftliche Untersuchungen 

2.2.7.1 Untersuchungen zur Proteinadsorption (QCM-D Messungen) 
Die Quarzkristallmikrowaage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors (QCM-D, englisch 
Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring) ist ein Messverfahren, mit der 
kleinste Massenänderungen in Echtzeit bis in den Nanogramm-Bereich (ng/cm2) detektiert 
werden können [Rodahl et al., 1997].  Die Technik basiert auf der präzisen Oszillation der 
Quarzsensoren (piezoelektrischer Effekt) bei ihrer Resonanzfrequenz (f0), wenn eine externe 
Wechselspannung (Sinuswelle) angelegt wird. Dieses stabile Schwingungsverhalten des 
Quarzes kann zur Detektion von Adsorptions- und Desorptionsprozessen an Sensoroberflä-
chen z.B. von Proteinen (elektrostatische Anziehungskräfte zwischen entgegengesetzten La-
dungen, Van-der-Waals-Kräfte, H-Brückenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen) 
genutzt werden [Höök et al., 2001]. Die Massenänderung (Δm) an der Sensoroberfläche oder 
die Benetzung wird als Änderung der Frequenz erfasst (Δf). Darüber hinaus liefert die Ände-
rung der Energiedissipation aus dem System (ΔD) beim Abschalten der Stromversorgung In-
formationen über die viskoelastischen Eigenschaften der Probe [Edvardsson et al., 2005]. Da-
bei sind weiche, hoch viskoelastische Moleküle in der Lage, das Ausschwingverhalten des 
Quarzes stärker zu beeinflussen als starre kleine Moleküle, welche durch die Interaktion mit 
der Umgebung z. B. durch Reibung nur eine geringe Energiedämpfung verursachen. 
Der Zusammenhang zwischen der messbaren Frequenzänderung und der Massenänderung 
an der Sensoroberfläche wurde erstmals 1959 von Günther Sauerbrey beschrieben 
[Sauerbrey, 1959]. Die aus dieser Arbeit entwickelte Gleichung, die sogenannte Sauerbrey-
Gleichung (Gl. 2) beschreibt die proportionale Massebeladung des Quarzes zur Frequenzän-
derung in Abhängigkeit der Sauerbrey-Konstante.  

∆𝒎𝒎 =  −𝑪𝑪𝑸𝑸𝑪𝑪𝑸𝑸 × ∆𝒇𝒇𝒏𝒏
𝒏𝒏

          (Gl. 2-3) 

Δm = Massenänderung, Faktor CQCM = Sauerbrey-Konstante (17,7 ng/cm2 · Hz1 bei einer Grundfre-
quenz von f0 = 5 MHz), Δfn = Änderung der Resonanzfrequenz  

 

Zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens von Muschelfußproteinen wurde die QCM be-
reits häufig eingesetzt [Höök et al., 2001; Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2007; Hwang et 
al., 2004; Kim et al., 2018]. Für das Muschelfußprotein 5 aus Mytilus galloprovincialis wurden 
beispielsweise Frequenzänderung von ca. 20 Hz (unmodifiziert, Mgfp-5) bis ca. 40 Hz 
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(modifiziert, Mgfp-5DOPA) mit Gold-beschichteten Quarzsensoren bestimmt. Ein Vorteil dieser 
Methode ist die geringe Probenmenge, die für die Messung benötigt wird [Marx, 2003].  
Die Untersuchungen zur Adsorption wurden mit dem qCell T System (3T Analytik GmbH, Tutt-
lingen, Deutschland) durchgeführt. Bei allen Messungen wurden piezoelektrische AT-
geschnittene Quarzkristallsensoren verwendet, welche mit einer 100 nm Schicht aus Ti-Au-Ti-
SiO2 (Siliziumdioxid-Sensoren, SiO2) beschichtet waren. Die Rauigkeit der Sensoroberflächen 
betrug 0,9 ± 0,2 nm. Die Anregung des Schwingquarzes erfolgte mittels der goldbeschichteten 
Kontaktfläche auf der Kristallunterseite, die für die Datenübermittlung der Frequenz- und Dis-
sipationswerte verantwortlich ist. Die Grundfrequenz (Resonanzfrequenz) des QCM-D Sys-
tems betrug durchschnittlich 10 MHz. Die Datenaufnahme erfolgte mittels der Software qCell 
T 1.9 (3T Analytik GmbH, Tuttlingen, Deutschland) und die Auswertung der Messdaten mittels 
der gerätespezifischen Software qGraph Viewer 1.9. 

Tabelle 2-22 Aufbau der QCM-D Messmethodik zur Proteinadsorption an einer SiO2-Oberfläche. 
Auswahl der Messparameter erfolgte nach [Petrone et al., 2015] und wurden für das qCell T 1.9 
System angepasst. 
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Schritte mit einer Flussrate von 60 µL/min bei 25 °C durch-
geführt. Die Zeitangaben in Klammern repräsentieren die Haltephasen nach jedem Schritt ohne Fluss. 
Probe Stammlösung Äquilibrie-

rung mit 
PBS 

Vorkonditionie-
rung mit 5 % 
HAc 

Protein- 
Appli-
kation 

Wasch-
schritt mit 
PBS 

Mefp-3 0,1 mg/mL in 5 % HAc 3 min 
(2 min) 

8,5 min 
(2 min) 

10 min 
(3 min) 

10 min 
(3 min) Mod. Mefp-3 

Mgfp-3 0,1 mg/mL in 25 % HAc 3 min 
(2 min) 

8,5 min 
(2 min) 

10 min 
(3 min) 

10 min 
(3 min) Mod. Mgfp-3 

DP1A-Variante 0,1 mg/mL in  
Basispuffer 

3 min 
(2 min) 

- 10 min 
(3 min) 

10 min 
(3 min) Mod. DP1A-

Variante 
DP2 
Mod. DP2 

0,1 mg/mL 10 mM 
NaH2PO4, 200 mM NaCl 

(pH 8,0) 

3 min 
(2 min) 

- 10 min 
(3 min) 

10 min 
(3 min) 

BSA (neg. Kon-
trolle) 

1 mg/mL in PBS 3 min 
(2 min) 

- 10 min 
(3 min) 

10 min 
(3 min) 

MAPTrix™ ECM 
(pos. Kontrolle) 

0,1 mg/mL in 5 % HAc 3 min 
(2 min) 

- 10 min 
(3 min) 

10 min 
(3 min) 

HAc – Essigsäure, Basispuffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0) 
 

Zunächst wurden die Quarzsensoren mit 70 % EtOH und ddH2O gespült, und vor Einsetzen in 
die Messkammer mit Stickstoff getrocknet. Die Proteinproben wurden vor Beginn der Messung 
auf Eis aufgetaut, 10 min bei 4 °C und 12000 x g zentrifugiert und vom Überstand die Protein-
konzentration (Kapitel 2.2.6.1.2 und 2.2.6.1.3) bestimmt. Für die Versuche wurde eine Stamm-
lösung von 0,1 mg/mL (wenn nicht anders angegeben) hergestellt. Nach dem Einspannen der 
Sensoren in die Durchflusszelle erfolgte die Äquilibrierung mit PBS bei 25 °C für ca. 10 min 
und einer Flussrate von 120 μL/min bis zum Erreichen einer konstanten Basislinie der Fre-
quenzänderung. Die Messmethode für die Proteinadsorption der verschiedenen Proteine ist in 
Tabelle 2-22 zusammengefasst. Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt (n ≥ 
3). 
Die Reinigung der SiO2-Sensoren erfolgte nach Literaturangaben [Penfold et al., 2002; Vig, 
1985]. Anstelle von UV/Ozon wurden die Quarzsensoren mittels Sauerstoffplasma zweimal 
30 s bei 1 Pa O2 und 150 W (Fraunhofer IMWS) behandelt. Die Sensoren wurden anschlie-
ßend für 30 min in einer 2-%igen (w/v) SDS-Lösung bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert 
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und anschließend intensiv mit ddH2O gespült. Final wurden die Quarzsensoren mit Stickstoff 
getrocknet. 

2.2.7.2 Zug-Scher-Versuche 
Die Bestimmung der Zug-Scher-Eigenschaften der Designer-Proteine (DP) erfolgte an einer 
Zwick Universalprüfmaschine (Klasse 1) des Typs ProLine Z020 (Zwick GmbH & Co. KG, Ulm) 
mit einer Maximalkraft von 10 kN. Die Prüfung wurde angelehnt an die Norm DIN EN 1465 
[DIN, 2009] sowie die EN ISO 291 [CEN, 2008]. Dafür wurden Micaplatten (25 x 75 mm, Sci-
ence Services GmbH, München) mit einer Überlappungsfläche (Klebefläche) von 
12,5 mm x 25 mm verwendet. Im Zuge der Probenvorbereitung wurden die Micaplatten mit 
70 % EtOH bei RT gesäubert. Zur Proteinapplikation wurden 20 ± 0,5 mg pro Protein (DP, 
BSA) mit 40 µL 50 mM NaAc (pH 5.0) auf dem Fügeteil homogenisiert. Anschließend wurde 
das zweite Fügeteil aufgebracht und leicht angepresst (Tabelle 2-23). Als Positivkontrolle 
wurde ein synthetischer PVA – basierter Mehrzweckkleber „Elmers Glue“ (Elmer's Products, 
Westerville, USA) [Down, 2015] verwendet, der in der Literatur standardmäßig verwendet wird 
[Cha et al., 2009; Jenkins et al., 2017]. Jeweils 50 µL (Ø 19 mg) mit einer durchschnittlichen 
Trockenmasse von ca. 38 % (Kap. 8.2, Tabelle 8-10, S. 192) wurden mit einer Verdrängungs-
pipette auf eines der Fügeteile aufgetragen, homogen verteilt und mit dem zweiten Fügeteil 
verklebt. Die Konditionierung der Probenstreifen erfolgte nach dem in Tabelle 2-23 aufgeführ-
ten Schema und orientierte sich an der in EN ISO 291 festgelegten Labor-Normalklimate 
[Standardization, 1998]. 

Tabelle 2-23 Konditionierungsbedingungen der Prüfkörper zur Testung der Zug-Scher-Eigen-
schaften 

Schritt Bedingung (°C / %) Dauer (h) Details  
I 23 ± 2 / 50 ± 5 1 ± 0,25 Zuvor 30 s Handpressen bei RT 
II 50 / 25 88 Inkubation in Klimaschrank (ICH110, Memmert) 

unter konstantem Druck von 20 kPa durch ge-
normte Gewichte (m = 636,46 g) auf Überlap-
pungsfläche 

III 23 ± 2 / 50 ± 5 1 Ohne Gewichte 

 
Die verklebten Micaplatten wurden symmetrisch in den Einspannklemmen fixiert und die Ein-
spannlänge wurde so eingestellt, dass sich jede Einspannklemme in einem Abstand von 
40 ± 1 mm von der nächstgelegenen Kante der Überlappung befand. Der Zugversuch wurde 
bei RT durchgeführt und die Prüfgeschwindigkeit betrug 2 mm/min. Die Aufzeichnung der cha-
rakteristischen Spannungs-Dehnungs-Kurven erfolgte bis zum Bruch der Probe und die Prü-
fung wurde beendet. Jede Probenart wurde je nach Versuch drei- bis fünfmal durchgeführt (n 
≥ 3). Zur Steuerung, Datenerfassung und Auswertung der Messdaten wurde die gerätespezi-
fische Software „TestXpert II“ verwendet. Die Zug-Scher-Festigkeit oder Bruchspannung wird 
dabei durch Division der Bruchkraft (in N) durch die Klebefläche (in mm2) berechnet (s. Gl. 3). 
Die Zug-Scher-Festigkeit wird in MPa (MPa = 1 N/mm²) bzw. in kPa (bei feuchten Proben) 
angegeben. 

𝜎𝜎 =  𝐹𝐹
𝐴𝐴
          (Gl. 2-4) 

σ – Zug-Scher-Festigkeit, F – Bruchkraft, A – Querschnittsfläche der Probe   
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3 Ergebnisse 

3.1 Muschelfußprotein-3-basierte Fusions-Bibliothek 
In der vorliegenden Arbeit wurde das Muschelfußprotein-3 (Mfp-3) als adhäsiver Protein-Block 
für das Design der neuartigen Bindeproteine untersucht (Kap. 1.4.1, S. 11). Aus diesem Grund 
lag das Design der Proteine in einer Mfp-3-basierten Fusions-Bibliothek im Fokus. Das Design 
der untersuchten Proteine ist in Abb. 3-1 schematisch dargestellt. Eine detaillierte Übersicht 
zum modularen Aufbau der Designer-Proteine der Mfp-3-basierten Fusions-Bibliothek ist in 
Tabelle 3-1 gezeigt.  
 

 
Abb. 3-1 Modularer Aufbau der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Designer-Proteine (DP) 
Die Designer-Proteine (DP) der Muschelfußprotein-3-basierten Fusions-Bibliothek bestehen aus vier 
Protein-Blöcken des in Kap. 1.3 (S. 9) vorgestellten Baukastensystems: tag-Sequenzen (orange), Lin-
ker-Sequenzen (weiß), adhäsive Blöcke (grün) und kohäsive Blöcke (blau). Neben den DP, die eine 
Kombination aus kohäsiven und adhäsiven Protein-Blöcken enthalten, wurden ebenfalls Mfp-3 Einzel-
blöcke in einer His6-SUMO-Fusion designt. Die DP1-Proteine enthalten ELP-Sequenzen und das DP2-
Protein TE als kohäsive Einheit. SUMO – engl. Small Ubiquitin-related MOdifier, Mefp-3 – Muschelfuß-
protein-3 aus M. edulis, Mgfp-3 – Muschelfußprotein-3 aus M. galloprovincialis, (VPGVG)75 – ELP-
Sequenz, ELP – Elastin-ähnliche Polypeptide, TE (IF2) – Tropoelastin, Isoform 2. Alle Proteine wurden 
nach Produktion und Reinigung in der vorliegenden Arbeit mittels mikrobieller Tyrosinase modifiziert. 
Dabei werden Peptid-gebundene Tyrosine zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) hydroxyliert (mit * 
markiert). 

Tabelle 3-1 Übersicht des modularen Aufbaus der Designer-Proteine in der Mfp-3-basierten Fu-
sionsbibliothek.  
SUMO – engl. Small Ubiquitin-related MOdifier, Mefp-3 – Muschelfußprotein-3 aus M. edulis, Mgfp-3 – 
Muschelfußprotein-3 aus M. galloprovincialis, (VPGVG)75  = ELP – Elastin-ähnliches Polypeptid, TE 
(IF2) – Tropoelastin, Isoform 2, MW – Molekulargewicht. 
 

Pro-
tein 

Protein-Blöcke (N  C-terminal) MW 
(kDa) 1 2 3 4 5 6 

Mefp-3 His6-
SUMO 

Mefp-3 - - - - 19,2 

Mgfp-3 His6-
SUMO 

Mgfp-3 - - - - 19,0 

DP1-Proteine       
DP1A His6-

SUMO 
Mefp-3 (GGGGS)3 VPGVG 

75 
(GGGGS)3 Mefp-

3 
57,9 
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DP1B His6-
SUMO 

Mgfp-3 (GGGGS)3 VPGVG 

75 
(GGGGS)3 Mgfp-

3 
57,4 

DP2-Protein       
DP2 TE (IF2) GGGGS Mefp-3 c-myc - - 67,3 

3.1.1.1 Adhäsive Einzelblöcke 
Für die materialwissenschaftlichen Analysen sollten vergleichend zu den Designer-Proteinen 
(DP), die eine Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken enthalten, die ad-
häsiven Einzelblöcke untersucht werden. Aus diesem Grund wurden die Muschelfußproteine-
3 aus Mytilus edulis (Mefp-3) und Mytilus galloprovincialis (Mgfp-3) als Einzeldomänen ausge-
wählt. Die Mfp-3 wurden als His6-SUMO-Fusionsproteine designt (Abb. 3-1, S. 51). Die Kom-
bination mit dem N-terminalen Hexahistidin-tag ermöglicht eine klassische Reinigung der Fu-
sionskonstrukte über Affinitätschromatografie. Die Ergebnisse sind in Kap. 3.3.2 (S. 96) ge-
zeigt. 

3.1.1.2 DP1-Proteine 
Die Proteine mit der Bezeichnung DP1 enthalten die Blöcke Mfp-3 (adhäsiv) und ELP (kohä-
siv). Dabei wurde in DP1A die Sequenz für Mefp-3 und in DP1B für Mgfp-3 eingebaut (Abb. 
3-1; Tabelle 3-1, S. 51). Als zentraler Protein-Block in DP1A/B wurde ein ELP basierend auf 
der Arbeit von [Desai et al., 2016] gewählt. Das 75-fache Pentapeptid-Repeat besteht aus 
VPGVG. Desai und Kollegen konnten für dieses Polypeptid eine spezifische Übergangstem-
peratur (Tt) bei 32 °C zeigen. Diese Eigenschaft soll in den DP1-Proteinen genutzt werden, 
um die kohäsiven Kräfte zu gewährleisten.  
Die ELP-Sequenz wird von den Mfp-3-Blöcken flankiert, um diese im Klebeprozess zu expo-
nieren und so eine größere Klebefläche abzudecken. In der Primärstruktur werden die Mfp-3-
Blöcke durch einen flexiblen Linker GGGGSn vom ELP-Block getrennt (Kap. 1.4.2.1, S. 20). 
Zur Gewährleistung der temperaturinduzierten strukturellen Veränderungen im ELP-Teil 
wurde hier ein 3-fach Linker (n = 3) verwendet. Die DP1-Proteine wurden als His6-SUMO-
Fusionsproteine designt, um die Proteine sowohl in der Produktion als auch in der Aufarbei-
tung mit den adhäsiven Einzeldomänen vergleichen zu können. Die Ergebnisse sind Kap. 
3.2.3 (S. 67) zu entnehmen. 

3.1.1.3 DP2-Proteine  
Das DP2-Protein enthält Tropoelastin (TE, Isoform-2) als kohäsiven Block (Abb. 3-1; Tabelle 
3-1, S. 51). TE zeigt ähnliche Eigenschaften wie ELP. Durch die intra- und intermolekularen 
Wechselwirkungen der Polypeptidketten entsteht eine hohe Stabilität und Zugfestigkeit und 
eignet sich somit als kohäsive Einheit (Kap. 1.4.2.1; S. 20). DP2 enthält N-terminal die TE-
Sequenz (kohäsiv), gefolgt von einem flexiblen Linker (GGGGS)1 und einem Mefp-3-Block (ad-
häsiv). Aufgrund der Informationen zum Koazervationsverhalten von TE durch Temperaturer-
höhung [Vrhovski und Weiss, 1998] und der bekannten unstrukturierten Bereiche in der Po-
lypeptidkette [Tarakanova et al., 2018; Tarakanova et al., 2019], war ein kurzer GGGGSn-Lin-
ker (n = 1) ausreichend. C-terminal ist ein c-myc-tag zur Detektion während der Produktion 
und Reinigung mittels Western-Blot eingebaut. Die Ergebnisse zur Proteinexpression in E. coli 
sind in Kap. 3.2.4.1.1 (S. 84) gezeigt. 
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3.2 Heterologe Proteinproduktion inklusive Aufarbeitung  
In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse zur heterologen Produktion der in der vor-
liegenden Arbeit untersuchten Designer-Proteine (DP) in E. coli vorgestellt. Zu jedem Protein 
werden nachfolgend die rekombinante Produktion im Schüttelkolbenmaßstab (SK) und/oder 
Bioreaktormaßstab, die Reinigung der Biomasse, sowie die Funktionalisierung mit der in 
Kap. 3.2.1 (S. 53) hergestellten mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) gezeigt. Im Anschluss an 
die in vitro Modifikation mit His6-mTyr wurde der Erfolg der Reaktion mit zwei unterschiedlichen 
Methoden überprüft: dem qualitativen Nachweis mittels NBT-Färbung (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46) 
und der quantitativen Bestimmung der Hydroxylierungen innerhalb der Proteine mittels MALDI-
TOF/TOF-MS (Kap.  2.2.6.4.4, S. 47). 
 
3.2.1 Mikrobielle Tyrosinase als Werkzeug-Enzym zur Modifikation 

der Designer-Proteine 
Zur Funktionalisierung der DP für die spezifische Anwendung auf SiO2 – Oberflächen ist eine 
in vitro Modifikation zum Einbau von DOPA notwendig. Wie in Kapitel 1.4.1.1.3 (S. 17) erläu-
tert, ist mTyr eine vielversprechende Alternative zur Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus, die über-
wiegend in der Literatur zur Hydroxylierung von Tyr zu DOPA in Muschelfuß-basierten Pepti-
den oder Proteinen verwendet wird. Die Tyrosinase, die für die Hydroxylierung von Tyrosin-
resten in den Proteinen verwendet wurde, stammte aus V. spinosum (Kap. 2.1.5, S. 28).  

3.2.1.1 Heterologe Produktion in E. coli 
Das Gendesign erfolgte basierend auf Literaturangaben [Axambayeva et al., 2018]. Die 
Gensequenz wurde dem GenBank-Eintrag WP_081452337.1 entnommen. Diese kodiert nur 
für die katalytische Domäne der mTyr, jedoch nicht für die inaktivierende C-terminale Domäne 
(Kap. 1.4.1.1.3, S. 17). Zusätzlich wurde eine Sequenz kodierend für einen N-terminalen His6-
tag eingebaut. Die finale Gensequenz wurde für die Produktion in E. coli Codon-usage opti-
miert. In der Literatur wurde E. coli BL21 (DE3) als Produktionsstamm verwendet. Um die Syn-
theseleistung von His6-mTyr zu verbessern, erfolgte in der vorliegenden Arbeit ein Stamm-
wechsel zu E. coli KRX (Kap. 2.1.7.2, S. 29).  
Zunächst erfolgte die Transformation von E. coli KRX mit dem Zielvektor pET28_mTyr (Kap. 
2.2.2.3.1, S. 35). Die Kultivierung und Expression (Kap. 2.2.3.1.1, S. 36) wurde in TB Kom-
plexmedium untersucht. Im 100 mL Schüttelkolbenmaßstab (SK) wurden die Induktionsdauer 
(2 – 22 h) und die Induktor-Konzentration (Rhamnose: 5 mM und 10 mM) bei 30 °C untersucht 
und verglichen. Es zeigte sich, dass bereits nach 4 h Induktion eine starke Überexpression 
erfolgte. Jedoch befand sich der Großteil von His6-mTyr nach 4 h in der unlöslichen Fraktion. 
Im Gegensatz dazu konnte nach 22 h Induktion ~ 50 % an synthetisierten His6-mTyr in der 
löslichen Fraktion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der hohen Abundanz 
des Zielproteins im Rohextrakt wurde keine weitere Optimierung der Kultivierungsbedingun-
gen durchgeführt. 
Die Produktion erfolgte anschließend in 6 x 500 mL SK, um ausreichende Mengen für die 
in vitro Modifikation der Designer-Proteine bereitzustellen. Die finalen Kultivierungsparameter 
sind Tabelle 2-12 (Kap. 2.2.3.1.1, S. 37)  zu entnehmen. In Abb. 3-2 ist das SDS-PA-Gel der 
rekombinanten Produktion von His6-mTyr dargestellt. In der Probe vor Induktion (Spur 2) ist 
keine Bande auf der zu erwartenden Höhe der His6-mTyr zu sehen. Über die Induktionszeit 
von 2 – 21 h (Spur 3 – 7) ist eine deutliche Zunahme der Expressionsbande bei ca. 37,5 kDa 
erkennbar. Zusammenfassend war die heterologe Produktion von His6-mTyr in E. coli KRX in 
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TB-Medium erfolgreich. Etwa die Hälfte des Zielproteins reicherte sich in der löslichen Zell-
fraktion an (Abb. 3-3, S. 54). Aus der 3 L Kultur wurden 36 g Biofeuchtmasse (BFM) gewonnen 
und bei - 80 °C gelagert. 

 
Abb. 3-2 SDS-PA-Gel der Produktion von His6-mTyr in E. coli KRX in TB-Medium bei 30 °C 
12,5 %iges SDS-PA-Gel der 1/OD600-Proben vor (-) und nach (+) den verschiedenen Induktionszeiten 
(2 h – 21 h). Die Kultivierung von E. coli KRX pET28(a)_mTyr erfolgte in TB Medium bei 30 °C unter 
Schütteln. Aufgetragen wurden 10 µL Probe und 5 µL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range 
Protein Ladder, Thermo Scientific). M – Marker, v.I. – 1/OD600 Probe vor Induktion. Das Zielprotein His6-
mTyr ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 37,5 kDa). 

3.2.1.2 Chromatografische Reinigung der mikrobiellen Tyrosinase 
Die Aufarbeitung von His6-mTyr erfolgte mittels Affinitätschromatografie über den N-terminalen 
His6-tag aus der in Kap. 3.2.1.1 produzierten Biomasse. Die Reinigung basierte auf Literatur-
angaben [Axambayeva et al., 2018] und die experimentellen Bedingungen sind in 
Kap. 2.2.5.1.2 (S. 41) beschrieben. Das Chromatogramm (A) und das dazugehörige Gel (B) 
der SDS-PAGE-Analyse sind in Abb. 3-3 dargestellt.  

 
Abb. 3-3 Chromatografische Reinigung von His6-mTyr aus E. coli KRX 
A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung von His6-mTyr. Absorptionssignal bei 280 nm in mAU 
(schwarz), Leitfähigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grün). Puffer A: 20 mM 
Na2HPO4, 500 mM NaCl (pH 7,5). Puffer B: 20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 7,5). DL 
– Durchlauf, W – Waschfraktion, 1 bis 6 – Elutionsfraktionen. B – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elekt-
rophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der IMAC. M - Marker (Pa-
geRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), RE –Rohextrakt, P – Unlösliche 
Fraktion/Zellpellet, DL – Durchlauf, W – Waschfraktion, 1 bis 6 – Elutionsfraktionen. Es wurden 20 µg 
vom RE und DL, und 10 µL der anderen Proben (aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) 
und 5 µL Marker aufgetragen. Das Zielprotein His6-mTyr ist gekennzeichnet (theoretisches Molekular-
gewicht: 37,5 kDa). 
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Das Chromatogramm zeigt einen typischen Verlauf. Zunächst war ein Anstieg des Absorpti-
onssignals während der Probenauftragung (Durchlauf, DL) zu detektieren. Während des 
Waschschritts (Waschfraktion, W) wurden weitere, nicht-bindende Zellbestandteile abgetrennt 
und das Absorptionssignal sank auf die Basislinie. Mit dem linearen Imidazolgradienten elu-
ierte das Zielprotein, was sich im Peak (Fraktionen 1 – 6) im Chromatogramm zeigte. Die Ana-
lyse der Proteinaufarbeitung erfolgte mittels SDS-PAGE. Im SDS-PA-Gel (Abb. 3-3 B) sind 
zunächst RE (Spur 2) und die unlösliche Fraktion (P, Spur 3) nach dem Zellaufschluss aufge-
tragen. Die Hälfte von His6-mTyr reicherte sich in der löslichen Fraktion an. Sowohl im DL 
(Spur 4), als auch in W (Spur 5) konnten E. coli eigene Proteine nachgewiesen werden, die 
erfolgreich vom Zielprotein abgetrennt wurden. Die Elutionsfraktion 1 (Spur 6) enthält haupt-
sächlich eine Verunreinigung bei ca. 60 kDa und kein Zielprotein. In den Fraktionen 2 – 6 
(Spur 7 – 11) konnte His6-mTyr sowie ein paar Verunreinigungen nachgewiesen werden. An-
schließend erfolgte die Dialyse (Kap. 2.2.5.1.2, S. 41) der Zielprotein-enthaltenden Elutions-
fraktionen 2 – 6 gegen PBS (pH 7,4) bei 4 °C. Insgesamt konnten 496 mg His6-mTyr aus 
E. coli KRX zu ausreichender Homogenität (Reinheit > 95 %) aufgereinigt werden, was einer 
Ausbeute von ~ 21 mgProtein/gBFM entspricht. Das gereinigte Zielprotein wurde anschließend in 
final 50 % (v/v) Glycerin aliquotiert, in flüssigem N2 schockgefroren und bei - 80 °C bis zur 
weiteren Verwendung gelagert.  

3.2.1.3 Nachweis der enzymatischen Aktivität 
Im Anschluss wurde die Aktivität gereinigter His6-mTyr im Vergleich zur kommerziellen Pilz-
Tyrosinase (Sigma) mit L-Tyr als Substrat untersucht. Die spezifische Aktivität wurde im 
Sigma-Assay nach Duckworth et al. durch Messung der Absorptionsänderung bei 280 nm be-
stimmt [Duckworth und Coleman, 1970] (Kap. 3.2.1.3.1, S. 55). Des Weiteren wurde die Akti-
vität qualitativ über die NBT-Färbung (Nitroblautetrazoliumchlorid) nachgewiesen 
(Kap. 3.2.1.3.2, S. 57). 

3.2.1.3.1 Photometrischer Nachweis der Tyrosinase-Aktivität 

Die Bestimmung der spezifischen Aktivität (Aspez) erfolgte durch Messung der Absorptionsän-
derung bei 280 nm. Als Substrat wurde L-Tyr eingesetzt, welches durch die Tyrosinase zu L-
3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) umgewandelt wird. Durch die Hydroxylierung nimmt die 
Absorption bei 280 nm zu. Die Methode ist in Kap. 2.2.6.4.1 (S. 45) detailliert beschrieben. Die 
spezifische Aktivität der gereinigten His6-mTyr wurde mit der der kommerziellen Pilz-Tyro-
sinase (Sigma) bei 25 °C und 37 °C verglichen. Die Temperatur von 25 °C wird im „Sigma-
Assay“ angegeben und als Temperatur-Optimum der Pilz-Tyrosinase beschrieben [Espín et 
al., 1998]. Des Weiteren werden 25 °C auch standardmäßig zur Hydroxylierung von Muschel-
fußproteinen (Mfp) eingesetzt [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Wang und Scheibel, 
2018a]. In den letzten Jahren wurde die Modifikation Mfp-enthaltener Sequenzen mit der Pilz-
Tyrosinase jedoch auch bei 37 °C erfolgreich gezeigt [Brennan et al., 2017; Kim et al., 2018]. 
Aus diesem Grund sollten die Reaktionen für beide Temperaturen untersucht werden. Zur Be-
rechnung der spezifischen Aktivität wurde im „Sigma-Assay“ im Gegensatz zur klassischen 
Einheit (1 U = 1 µmol/min) folgende Definition einer Unit festgelegt: eine Unit führt zu einem 
Anstieg bei A280 von 0,001 pro Minute bei 25 °C in einem 3 mL-Reaktionsgemisch mit L-Tyr 
(cReaktion = 0,34 mM). Diese Definition diente als Grundlage zur Berechnung von Aspez der un-
tersuchten Tyrosinasen. Um die Daten aus der vorliegenden Arbeit mit der Literatur verglei-
chen zu können, wurde auf eine Umrechnung in µmol/min verzichtet. Zum einen existieren in 
der Literatur unterschiedliche Angaben zu den Extinktionskoeffizienten von Tyr und DOPA, 
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und zum anderen wird im „Sigma-Assay“ die Diphenolaseaktivität der Tyrosinase nicht unter-
bunden und DOPA kann weiter zu Dopachinon oxidieren (Abb. 2-1, S. 46). Dies wurde in bis-
herigen Studien unter Verwendung des „Sigma-Assay“ vernachlässigt. Aus diesem Grund er-
folgte in den Experimenten zur Modifikation der Designer-Proteine die Zugabe von Ascorbin-
säure und Borat im Reaktionsansatz (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46), um das Peptid-gebundene DOPA 
vor weiterer Oxidation zu schützen. 
Für den hier verwendeten „Sigma-Assay“ mit Tyr als Substrat, erfolgte die Reaktion in 0,1 M 
Na-Acetat-Puffer (pH = 5,5) und wurde photometrisch für 15 min verfolgt. Vorversuche bestä-
tigten, dass His6-mTyr eine deutlich höhere Aktivität aufwies (Daten nicht gezeigt). Aus diesem 
Grund wurden für eine vergleichende Darstellung 0,61 µg/mL (16,3 nM) His6-mTyr bzw. 
6,82 µg/mL (57,3 nM) Pilz-Tyrosinase eingesetzt. Die Progresskurven (Abb. 3-4 A, S. 57) zei-
gen die enzymatischen Reaktionen der His6-mTyr vergleichend bei 25 °C (grüne Kurven) und 
37 °C (blaue Kurven). Nach einer initialen Lag-Phase, die bei 25 °C ca. 4 min und bei 37 °C 
ca. 2 min andauerte, nahm die Absorption bei 280 nm zu. Aus den linearen Abschnitten der 
Progresskurven wurden die Geschwindigkeiten bestimmt (gestrichelte Linien) und zur Berech-
nung der spezifischen Aktivität eingesetzt. Als Referenzen dienten Reaktionsansätze ohne L-
Tyr als Substrat (I) und ohne Enzym (His6-mTyr) (II). Diese Reaktionen (Abb. 3-4 A Legende) 
zeigten keine Veränderung der Absorption bei 280 nm über den gesamten Zeitraum (15 min). 
Die Progresskurven mit kommerzieller Pilz-Tyrosinase (Abb. 3-4 B, S. 57) zeigen ebenfalls 
eine initiale Lag-Phase. Der lineare Bereich (gestrichelte Linien) wurde zur Berechnung der 
spezifischen Aktivität verwendet. Die Ergebnisse zur spezifischen Aktivität der His6-mTyr und 
der Pilz-Tyrosinase bei 25 °C und 37 °C sind vergleichend in Abb. 3-4 C dargestellt. Zusam-
menfassend sind die Mittelwerte aus den Ergebnissen der drei unabhängigen Messungen so-
wie deren Standardabweichungen gezeigt (n = 3). Erwartungsgemäß ist die spezifische Akti-
vität für beide Enzyme bei 37 °C höher als bei 25 °C und folgt dem Prinzip der Arrhenius-

Gleichung (𝑘𝑘 = 𝐴𝐴 ∙ 𝑒𝑒
−𝐸𝐸𝐴𝐴 
𝑅𝑅𝑅𝑅 ; k – Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, EA – Aktivierungsenergie, R – uni-

verselle Gaskonstante, T – absolute Temperatur) [Lottspeich, 2012]. Vergleicht man die Aktivitäten 
beider Tyrosinasen wurde für die His6-mTyr eine Aspez (25 °C) mit ca. 264580 U/mg bestimmt, 
was einer 130-fach höheren Aktivität als der Pilz-Tyrosinase unter den getesteten Reaktions-
bedingungen entspricht. Bei 37 °C wurde für die His6-mTyr eine Aspez von 351240 U/mg ermit-
telt (90-fach höher als die der Pilz-Tyrosinase). 
Zusammenfassend zeigte die His6-mTyr aus V. spinosum, produziert in E. coli KRX 
(Kap. 3.2.1.2, S. 54), sowohl bei 25 °C als auch bei 37 °C unter den getesteten Bedingungen 
für L-Tyr als Substrat eine höhere spezifische Aktivität (bis zu 130-fach) im Vergleich zur kom-
merziell erhältlichen Pilz-Tyrosinase (Sigma).  
Zusätzlich erfolgten Messungen mit dem proteinogenen Substrat His6-SUMO-Mefp-3 (Rekom-
binante Produktion: Kap. 3.2.2.1, S. 59; Reinigung: Kap. 3.2.2.2, S. 61). Die Änderung in der 
Absorption bei 280 nm war jedoch kaum detektierbar und flachte nach ca. 1 – 2 min Reakti-
onszeit ab (Daten nicht gezeigt). Im Allgemeinen war das Signal-Rausch-Verhältnis zu stark 
und die Messungen lieferten unter den getesteten Bedingungen keine verlässlichen Daten. Als 
Grund kann zum einen die höhere Molekulare Masse von Proteinen als auch der geringere 
Anteil an Tyr in Proteinen im Vergleich zum monophenolischen Substrat genannt werden. Bis-
lang sind auch in der Literatur keine Progresskurven und kinetischen Daten für proteinogene 
Substrate beschrieben. 
Aus diesem Grund erfolgte der Nachweis zur erfolgreichen Modifikation in den Designer-Pro-
teinen in der vorliegenden Arbeit durch den qualitativen Nachweis mittels NBT-Färbung und 
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Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse. Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen werden jeweils im Kapitel „In vitro Modifikation mit Hilfe der mikrobiel-
len Tyrosinase“ des zu untersuchten Designer-Proteins gezeigt (Mfp-3: Kap. 3.2.2.3, S. 64; 
DP1: Kap. 3.2.3.3, S. 80; DP2: Kap. 3.2.4.3, S. 87). 

 

Abb. 3-4 Nachweis der enzymatischen Aktivität der mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) und der 
Pilz-Tyrosinase im Sigma-Assay 
Progresskurven der Tyrosinase-Reaktionen mit L-Tyr (0,34 mM) als Substrat in 0,1 M Na-Acetat-Puffer 
(pH = 5,5) vergleichend bei 25 °C (grün) und 37 °C (blau), λ = 280 nm, t = 15 min. Die Anstiege (gestri-
chelte Linien) wurden in einer Dreifachbestimmung ermittelt und für die Berechnung der spezifischen 
Aktivität genutzt (n = 3). Als Kontrollen erfolgten die Reaktionen ohne Tyr als Substrat (bei 25 °C 
schwarz, 37 °C braun) oder ohne Tyrosinase (bei 25 °C grau, 37 °C orange) im Reaktionsansatz. A – 
Progresskurven der mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) (cReaktion = 0,61 µg/mL), B – Progresskurven 
der Pilz-Tyrosinase (cReaktion = 6,82 µg/mL). C – Das Säulendiagramm zeigt die resultierende spezifische 
Aktivität in U/mg der untersuchten Tyrosinasen zu den verschiedenen Temperaturen (25 °C grün; 37 °C 
blau). Der Versuchsablauf ist Kapitel 2.2.6.4.1 (S. 45) zu entnehmen. Definition: 1 Unit führt zu einem 
Anstieg bei 280 mn von 0,001 pro Minute in einem 3 mL-Reaktionsgemisch mit L-Tyr (25 °C). 

3.2.1.3.2 Vorversuch für den qualitativen Nachweis der Tyrosinase-Aktivität für die Substrate 
L-Tyrosin und His6-SUMO-Mefp-3  

Neben dem photometrischen Nachweis der Tyrosinase-Aktivität (Kap. 3.2.1.3.1, S. 55) wurde 
die Aktivität qualitativ mit der NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)-Färbung untersucht. Die expe-
rimentellen Bedingungen finden sich in Kap. 2.2.6.4.2 (S. 46). In diesem Vorversuch wurden 
vergleichend die Reaktionen mit der kommerziellen Pilz-Tyrosinase (Sigma) und His6-mTyr 
durchgeführt. Die Modifikationsreaktionen wurden 3 h bei 25 °C und 37 °C untersucht. Die Er-
gebnisse sind in Abb. 3-5 dargestellt. Als Substrat wurde 0,34 mM L-Tyr (A) und 104 µM His6-
SUMO-Mefp-3 (B) als Designer-Protein verwendet. Jeweils 5 µL eines Reaktionsansatzes 
wurden auf die Nitrocellulosemembran aufgetragen. Als Negativkontrolle diente ein 
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Reaktionsansatz ohne Substrat (-). Unter Verwendung beider Tyrosinasen zeigten die Reak-
tionen ohne Substrat (-) keine Färbung, während blau-violette Punkte deutlich in allen Proben 
mit Substrat (+) erkennbar sind. Diese Färbung bestätigte das Vorhandensein von DOPA unter 
allen getesteten Bedingungen. Das Experiment zeigte, dass sowohl die Pilz-Tyrosinase als 
auch His6-mTyr unter den getesteten Reaktionsbedingungen die Substrate L-Tyr und His6-
SUMO-Mefp-3 hydroxyliert haben. Aus diesem Grund eignet sich der Assay für die Reaktions-
temperaturen 25 °C und 37 °C, und kann daher als qualitativer Nachweis für DOPA in den DP 
verwendet werden. Aktive His6-mTyr stand somit für die Funktionalisierung der DP bereit. 

 
Abb. 3-5 NBT-Färbung zum qualitativen Nachweis der Aktivität der Tyrosinasen  
Dargestellt ist der Vergleich der enzymatischen Aktivität zwischen mikrobieller Tyrosinase (His6-mTyr) 
und der kommerziell erworbenen Pilz-Tyrosinase (P.-Tyr) von Sigma bei 25 °C und 37 °C. Als Substrat 
(Substr.) wurde zum einen 0,34 mM L-Tyr (A) und 104 µM His6-SUMO-Mefp-3 (B) als Designer-Protein 
für die Reaktion eingesetzt. Aufgetragen wurden 5 µL der Reaktionen nach 3 h ohne (-) und mit Substrat 
(+) im Ansatz. Die NBT-Färbung erfolgte nach Kap. 2.2.6.4.2 (S. 46). 
 

3.2.2 His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 
Für die materialwissenschaftlichen Untersuchungen sollten neben den Designer-Proteinen, 
die eine Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken enthalten, ebenfalls die 
Eigenschaften der adhäsiven Blöcke alleine untersucht werden. Aus diesem Grund wurden 
die Muschelfußproteine-3 (Mfp-3) aus M. edulis (Mefp-3) und M. galloprovincialis (Mgfp-3) als 
Einzeldomänen heterolog in E. coli produziert und anschließend chromatografisch aufgerei-
nigt. In der Literatur konnte Mgfp-3 (mit einem N-terminalen His6-tag) bereits rekombinant aus 
E. coli gewonnen werden und wurde positiv auf adhäsive Eigenschaften getestet [Hwang et 
al., 2005; Yang et al., 2013]. Die chromatografische Reinigung erfolgte bislang unter denatu-
rierenden Bedingungen und die Ausbeuten waren sehr gering (≤ 47 mg/LKultur). Mefp-3 ist hin-
gegen in der Literatur besser charakterisiert und bildete in den letzten Jahrzehnten die Grund-
lage für eine detaillierte Charakterisierung als Klebeprotein [Even et al., 2008; Hwang und 
Waite, 2012; Hwang et al., 2010; Papov et al., 1995; Silverman und Roberto, 2007; Waite und 
Andersen, 1978b], wurde aber noch nicht erfolgreich in einem heterologen Organismus pro-
duziert. Die Extraktion von Mefp-3 aus Muschelfüßen ist sehr arbeitsintensiv und man erhält 
nur geringe Ausbeuten von wenigen mg Protein aus ca. 30 Muschelfüßen [Castillo et al., 2017; 
Morgan, 1990], was für die Produktion von bio-inspirierten Klebstoffen ungeeignet ist. Eine 
vielversprechende Alternative bietet daher die rekombinante Produktion in E. coli. Aus diesem 
Grund war ein Vergleich beider Mfp-3 von Interesse, um etwaige sequenzabhängige adhäsive 
Eigenschaften zu untersuchen. 
Im Gegensatz zur Literatur wurden die Mfp-3 als His6-SUMO-Fusionsproteine designt 
(Kap. 3.1.1.1, S. 52). Durch die Fusion mit dem eukaryotische Protein SUMO (small ubiquitin-
like modifier) kann die Löslichkeit sowie die Produktion rekombinanter Proteine erhöht werden 
[Marblestone et al., 2006]. Ein weiterer Vorteil der Verwendung des SUMO-tags ist die über-
hangsfreie Spaltung des tags vom Zielprotein durch eine hochspezifische Protease (ScUlp1), 
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um einen nativen N-Terminus zu generieren [Butt et al., 2005; Malakhov et al., 2004; 
Marblestone et al., 2006]. Die Kombination mit dem N-terminalen Hexahistidin-tag ermöglicht 
eine klassische Reinigung der Fusionskonstrukte über Affinitätschromatografie. 
In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse zur heterologen Produktion (Kap. 3.2.2.1, 
S. 59), der chromatografischen Reinigung über den His6-SUMO-tag (Kap. 3.2.2.2, S. 60) so-
wie der in vitro Modifikation (Kap. 3.2.2.3, S. 64) beider Mfp-3-Proteine gezeigt. 

3.2.2.1 Heterologe Produktion der Muschelfußproteine-3 im Bioreaktormaßstab 
Im Vorfeld wurde eine Klonierung des Mefp-3-Gens aus pJOE_DP1A und des Mgfp-3-Gens 
aus pJOE_DP1B in den Zielvektor pET28a (+) durchgeführt (Kap. 2.2.2.2; S. 33 – 34). Die 
rekombinante Produktion von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 in E. coli BL21 
(DE3) pLysS wurde zunächst im Schüttelkolbenmaßstab durchgeführt und die Ergebnisse sind 
dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-7, S. 175). Zur Gewinnung ausreichender Bio-
masse für die Proteinaufarbeitung beider Zielproteine erfolgte die Kultivierung von E. coli BL21 
(DE3) pLysS im 30 L Bioreaktor. Die Fermentationsbedingungen sind in Kap. 2.2.3.1.2 (S. 37) 
beschrieben. Nachfolgend werden die Ergebnisse der Fermentation für beide Zielproteine in 
Abb. 3-6 dargestellt und verglichen. In Abb. 3-6 A (Produktion von His6-SUMO-Mefp-3) und C 
(Produktion von His6-SUMO-Mgfp-3) sind die Verläufe der Offline-Daten der optischen Dichte 
(OD600) und der Glucosekonzentration gezeigt. Vergleicht man die beiden Prozesse sind das 
Zellwachstum als auch der Glucoseverbrauch während der Fermentation von E. coli BL21 
(DE3) pLysS ähnlich. Nach Verbrauch der Batch-Glucose (5 g/L) erfolgte die kontinuierliche 
Zufütterung mit 70 g/h Glycerin (Zeitpunkt 1). Bei einer OD600 von ca. 32 wurde die Temperatur 
von 37 °C auf 25 °C reduziert (Zeitpunkt 2), um mit einem Prozess über Nacht insgesamt grö-
ßere Mengen an Biofeuchtmasse zu generieren und somit die Gesamtausbeute an Zielprotein 
zu erhöhen [Schein und Noteborn, 1988; Taylor et al., 2017]. Anschließend wurde die Induk-
tion mit 1 mM IPTG nach 1,5 h gestartet und der Feed auf 50 g/h Glycerin herabgesetzt (Zeit-
punkt 3), um ein gleichmäßiges kontinuierliches Wachstum über Nacht zu gewährleisten. Nach 
der Induktion wurden zu zwei weiteren Zeitpunkten 1/OD600-Proben entnommen (Zeitpunkt 4 
und 5). Die Zellernte erfolgte jeweils nach 17 h Induktion (Zeitpunkt 6). Zur Untersuchung der 
Plasmidstabilität wurden bei beiden Fermentationen vor Induktion, nach 1,5 h Induktion und 
zum Zeitpunkt der Ernte (17 h Induktion) Proben entnommen und analysiert. Die Stabilität für 
beide Plasmide lag zu allen getesteten Zeitpunkten bei 100 % (Daten nicht gezeigt). 
Neben der Untersuchung des Wachstumverhaltens wurde der Erfolg der Fermentationen zur 
Proteinsynthese von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 mittels SDS-PAGE analy-
siert.  Die SDS-PA-Gele sind in Abb. 3-6 B (His6-SUMO-Mefp-3) und D (His6-SUMO-Mgfp-3) 
dargestellt. Anhand der 1/OD600-Proben ist zu erkennen, dass die Intensität der Zielprotein-
banden während der Induktionsphase (Spur 3 – 5) für His6-SUMO-Mefp-3 (ca. 19,2 kDa) und 
His6-SUMO-Mgfp-3 (ca. 19 kDa) zunimmt (Durch das SUMO-Protein wird das Migrationsver-
halten in der SDS-PAGE beeinflusst [Butt et al., 2005] und die Mfp-3 laufen bei ca. 24 kDa). 
Vor Induktion (Spur 2) ist keine Bande auf Zielproteinhöhe zu erkennen. 
Zusätzlich wurde die Löslichkeitsverteilung der Mfp-3 untersucht und ist im Folgenden bei-
spielhaft für His6-SUMO-Mefp-3 gezeigt. In der Literatur ist der Zellaufschluss sowie die Rei-
nigung von His6-Mgfp-3 unter denaturierenden Bedingungen beschrieben, da das Protein an-
sonsten unlösliche Agglomerate ausbildet und nur die Hälfte von His6-Mgfp-3 löslich vorlag  
[Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. Durch die Verwendung von Harnstoff im Puffer war es 
möglich, die unlösliche und lösliche Fraktion zusammen zu reinigen, und so die Ausbeute zu 
verbessern. Für die weitere Aufarbeitung der His6-SUMO-fusionierten Mfp-3 sollte die 
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Notwendigkeit eines denaturierenden Agens für die Löslichkeit untersucht werden. In Abb. 3-6 
B sind der Rohextrakt (RE) und die unlösliche Fraktion (P) nach Zellaufschluss und Zentrifu-
gation aufgetragen. Als Basispuffer wurde ein in der Literatur beschriebener Tris/Natrium-
Phosphat-basierter Puffer verwendet (10 mM Tris-HCl, 100 mM Na-Phosphat, 300 mM NaCl, 
1 mM PMSF, pH 8.0). Sowohl mit Harnstoff im Resuspensionspuffer (Spur 9) als auch ohne 
Harnstoff (Spur 7) lag der Hauptanteil von His6-SUMO-Mefp-3 löslich vor. 

 
Abb. 3-6 Ergebnisse zur heterologen Produktion von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3  
in E. coli BL21 (DE3) pLysS im Bioreaktormaßstab 
A und B – Ergebnisse zur heterologen Produktion von His6-SUMO-Mefp-3. C und D – Ergebnisse zur 
heterologen Produktion von His6-SUMO-Mgfp-3. A und C – Wachstumskurve und Glucoseverbrauch 
während der Fermentation von E. coli BL21 (DE3) pLysS unter der getesteten Expressionsbedingung. 
Zeitpunkte: 1 – Start der kontinuierlichen Zufütterung mit 70 g/h (Glycerin), 2 – Reduktion der Tempe-
ratur von 37 °C auf 25 °C, 3 – Induktion mit 1 mM IPTG, 4 und 5 – 1/OD Probennahme, 6 – 1/OD 
Probennahme 17 h und Zellernte. B und D – 12,5 %ige SDS-PA-Gele der 1/OD600-Proben vor und nach 
den verschiedenen Induktionszeiten (0 h – 17 h). Zusätzlich ist in B die Löslichkeitsverteilung von His6-
SUMO-Mefp-3 mit und ohne Urea im Resuspensionspuffer (50 mM Na-phosphat, 150 mM NaCl, ± 6 M 
Urea; pH 7,5) gezeigt: RE – Rohextrakt/Lösliche Fraktion, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet. Aufgetra-
gen wurden 10 µL der 1/OD Proben, 20 µg RE und 5 µL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range 
Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine sind gekennzeichnet: His6-SUMO-Mefp-3 (theore-
tisches Molekulargewicht: 19,2 kDa) und His6-SUMO-Mgfp-3 (theoretisches Molekulargewicht: 19 kDa). 
Durch den SUMO-Anteil verändert sich das Laufverhalten beider Zielproteine in der SDS-PAGE auf ca. 
24 kDa. 
 
Sowohl His6-SUMO-Mefp-3 als auch His6-SUMO-Mgfp-3 konnten erfolgreich in der löslichen 
Zellfraktion von E. coli BL21 (DE3) pLysS produziert wurden. Die Ergebnisse der Fermentation 
sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst. Aus den Prozessen konnte nach Abtrennung des Fer-
mentationsüberstandes jeweils ca. 1 kg Biofeuchtmasse (BFM) gewonnen werden, welche als 
Ausgangsmaterial für die nachfolgenden Untersuchungen zur Reinigung der Proteine diente 
(Kap.3.2.2.2, S. 61). 
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Tabelle 3-2 Resultate der heterologen Produktion von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 
in E. coli BL21 (DE3) pLysS im 30 L Bioreaktor 

Zielprotein VStart (L) VFinal (L) Finale OD600 BFM (kg)  
His6-SUMO-Mefp-3 7,5 9,4 64,4 1,15  
His6-SUMO-Mgfp-3 7,5 9,0 53,5 0,98  

3.2.2.2 Proteinaufarbeitung 

3.2.2.2.1 Chromatografische Proteinreinigung  
Die Aufarbeitung von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 erfolgte mittels Affinitäts-
chromatografie über den N-terminalen His6-tag. Zunächst wurde die Aufreinigung im 1 mL-
Maßstab untersucht, um die Notwendigkeit einer IMAC unter denaturierenden Bedingungen 
nach Literaturangaben zu prüfen [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. 
Dieser Vorversuch zeigte, dass für die Reinigung beider His6-SUMO-Fusionsproteine keine 
denaturierenden Bedingungen (Zugabe von Harnstoff) erforderlich sind und dieselben Mengen 
an Zielprotein isoliert werden konnten (Daten nicht gezeigt). 
Anschließend erfolgte die Übertragung auf einen größeren Maßstab (Kap. 2.2.5.1.1, S. 40). 
Es wurden jeweils ca. 200 g BFM aufgeschlossen. In dem größeren Ansatz erfolgte die Elution 
der Zielproteine entsprechend den Ergebnissen im kleinen Maßstab mit 750 mM Imidazol im 
Puffer B. Im Folgenden werden die Ergebnisse exemplarisch für die Aufreinigung von His6-
SUMO-Mefp-3 gezeigt. Die chromatografische Aufarbeitung von His6-SUMO-Mgfp-3 verhielt 
sich entsprechend und die Ergebnisse sind dem Anhang (Kap. 8.2, Abb. 8-8, S. 176) zu ent-
nehmen. 
Das Chromatogramm als auch die SDS-PAGE-Analyse (Kap. 2.2.4.1, S. 39) der Reinigung 
von His6-SUMO-Mefp-3 sind in Abb. 3-7 dargestellt. Die Elution des Zielproteins erfolgte er-
wartungsgemäß im linearen Gradienten (Abb. 3-7 A, Fraktionen 1 – 8). Das SDS-PA-Gel in 
Abb. 3-7 B zeigt, dass nach Zellaufschluss und Zentrifugation der Haupanteil von His6-SUMO-
Mefp-3 in löslicher Form vorlag (Spur 2). Sowohl im Durchlauf (Spur 4), als auch in den Wasch-
fraktionen 1 (Spur 5) und 2 (Spur 6) konnten Verunreinigungen erfolgreich abgetrennt werden. 
Die SDS-PAGE-Analyse der Elutionsfraktionen 1 – 8 (Spur 7 – 14) zeigt deutlich, dass der 
Hauptanteil von His6-SUMO-Mefp-3 in den Elutionsfraktionen in reiner Form vorlag.  
Anschließend erfolgte die Dialyse der Zielprotein-enthaltenen Elutionsfraktionen gegen Puf-
fer A, um für die anschließende enzymatische Abspaltung des His6-SUMO-tags 
(Kap. 3.2.2.2.2, S. 62) das Imidazol in der Probe zu entfernen. Nach Dialyse waren Präzipitate 
im Dialyseschlauch sichtbar. Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass es sich um die Zielproteine 
handelte (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund erfolgte eine Anpassung der Dialysedauer 
von ca. 16 h (ü.N.) bei 4 °C zu zweimal 1 h bei 4 °C. Dadurch waren kaum Präzipitate nach 
Dialyse nachzuweisen und die Ausbeuten konnten beispielsweise für His6-SUMO-Mefp-3 von 
1,44 mgProtein/gBFM auf 1,97 mgProtein/gBFM erhöht werden (Tabelle 3-3, S. 62). In Abb. 3-8 A+B 
(S. 63) Spur 1 sind die Zielproteine nach Dialyse aufgetragen. Die gereinigten Zielproteine 
wurden anschließend in flüssigem N2 schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung 
bei - 80 °C gelagert. Die Reinigungen von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 wurden 
mehrfach durchgeführt, um ausreichende Mengen für die materialwissenschaftlichen Untersu-
chungen (Kap. 3.3.3, S. 109) bereitzustellen. Im Mittel wurden aus jeweils 0,2 kg BFM E. coli 
BL21 (DE3) pLysS ~ 410 mg His6-SUMO-Mefp-3 und ~ 850 mg His6-SUMO-Mgfp-3 aufgerei-
nigt. Zusammenfassend sind die Ergebnisse aller Aufarbeitungen in Tabelle 3-3 dargestellt. 
Die Ausbeuten beider Zielproteine konnten durch die Einführung eines zusätzlichen 
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Waschrittes (7 CV mit 5 % Puffer B) in den nachfolgenden Reinigungen verbessert werden 
(Tabelle 3-3; His6-SUMO-Mefp-3: Experiment 2 zu 3/4; His6-SUMO-Mgfp-3: Experiment 1 zu 
2).  

 
Abb. 3-7 Chromatografische Reinigung von His6-SUMO-Mefp-3 aus E. coli BL21 (DE3) pLysS 
A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung der His6-SUMO-Mefp-3. Absorptionssignal bei 280 nm in 
mAU (schwarz), Leitfähigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grün). Puffer A: 
10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0). Puffer B: 10 mM Tris-HCl, 100 mM 
Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0). DL – Durchlauf, W1 – Waschfraktion 1, W2 – 
Waschfraktion 2, 1 bis 8 – Elutionsfraktionen. B – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer 
Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained 
Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), RE – Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet, DL 
– Durchlauf, W1 – Waschfraktion 1, W2 – Waschfraktion 2, 1 bis 8 – Elutionsfraktionen. Es wurden 
20 µg vom RE und DL, und 10 µL der anderen Proben (aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Pro-
benpuffer) und 5 µL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific) 
aufgetragen. Das Zielprotein His6-SUMO-Mefp-3 ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 
19,2 kDa). Durch den SUMO-Anteil verändert sich das Laufverhalten in der SDS-PAGE auf ca. 24 kDa. 
 

Tabelle 3-3 Resultate aller chromatografischen Reinigungen von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-
SUMO-Mgfp-3 aus ca. 200 g E. coli BL21 (DE3) pLysS. Ausbeuten bezogen auf die Proteinmenge 
pro eingesetztem Gramm Biofeuchtmasse (BFM).  

Zielprotein Experiment Eingesetzte 
BFM (g) 

Gesamtprotein-
menge nach Rei-

nigung (mg) 

Protein-
ausbeute 

(mgProtein/gBFM) 
His6-SUMO-Mefp-
3 

1 212,0 304,8 1,44 

 2 201,6 396,7 1,97 
 3 194,0 448,9 2,30 
 4 208,5 507,9 2,40 
His6-SUMO-Mgfp-
3 

1 200,0 740,0 3,70 

 2 205,3 963,4 4,70 

3.2.2.2.2 Enzymatische Abspaltung des His6-SUMO-tags  
Im Anschluss an die chromatografische Reinigung der His6-SUMO-Mfp-3 erfolgte der Verdau 
mit Hilfe der aktiven Domäne der SUMO-Protease 1 aus Saccharomyces cerevisiae  (ScUlp1) 
(Kap. 2.2.5.1.1.1, S. 41). ScUlp1 wurde aus E. coli Zellen entsprechend der Literatur gereinigt 
[Thümmler, 2018]. In Vorversuchen mit His6-SUMO-Mefp-3 zeigte sich, dass das Mefp-3 Pro-
tein nach Abspaltung des His6-SUMO-tags vollständig als Präzipitat vorlag (Daten nicht ge-
zeigt). Der SUMO-tag trägt somit maßgeblich zur Löslichkeit von His6-SUMO-Mefp-3 und His6-
SUMO-Mgfp-3 bei.  
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Abb. 3-8 Enzymatische Abspaltung des His6-SUMO-tags der Mfp3-Fusionsproteine 
16 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben vor und nach dem enzymati-
schen Verdau mit der SUMO-Protease in 0, M Na-Acetatpuffer (pH 5,5) für 2 h bei 30 °C. A) SUMO-
Protease Verdau von His6-SUMO-Mgfp-3, B) SUMO-Protease Verdau von His6-SUMO-Mefp-3. M – 
Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), 1 – His-SUMO-Mfp-3 
/ Probe vor Reaktion, 2 – Gemisch nach SUMO-Protease Verdau, 3 – Überstand nach Zentrifugation 
(enthält His6-SUMO-Protein), 4 – Unlösliche Fraktion nach Zentrifugation (enthält Mfp-3), 5 – Resolubi-
lisiertes / lösliches Mfp-3 in 25 % HAc. Es wurden 5 µg Protein und 5 µL Marker aufgetragen. Die Pro-
teine sind entsprechend gekennzeichnet: His6-SUMO-Mgfp-3 (19 kDa), His6-SUMO-Mefp-3 (19,2 kDa), 
His6-SUMO (13,4 kDa), Mgfp-3 (5,58 kDa), Mefp-3 (5,83 kDa). Durch den SUMO-Anteil verändert sich 
das Laufverhalten beider Zielproteine in der SDS-PAGE auf ca. 24 kDa. 
 
In vivo liegen Mfp in den Muschelsekretionsdrüsen bei einem pH von 5,5 vor [Yu et al., 2011a]. 
Aus diesem Grund und basierend auf Literaturprotokollen, die die Löslichkeit der Mfp im sau-
ren Milieu beschreiben, wurden Versuche zur SUMO-Abspaltung bei verschiedenen pH-Wer-
ten durchgeführt. Zudem war die in vitro Modifikation mit der mikrobiellen Tyrosinase (His6-
mTyr) bei pH 5,5 geplant (Kap. 3.2.2.3, S. 64). Beide Reaktionen im gleichen Puffer durchfüh-
ren zu können, wäre somit von Vorteil. Zusammenfassend zeigten diese Versuche, dass die 
SUMO-Protease unter den getesteten Bedingungen bei pH 5,5 noch vollständig aktiv ist, Mefp-
3 verblieb allerdings unlöslich. Aus diesem Grund wurden verschiedene Puffer und Lösungs-
mittel zur Solubilisierung getestet (Daten nicht gezeigt). Final konnten Mefp-3 und Mgfp-3 nach 
SUMO-Abspaltung in 25 % Essigsäure (HAc) in Lösung gebracht werden. ScUlp1 wurde in 
einem molaren Verhältnis von 1:1000 eingesetzt. Abb. 3-8 zeigt das Ergebnis des Verdaus 
von His6-SUMO-Mgfp-3 (A) und His6-SUMO-Mefp-3 (B) bei pH 5,5. In Spur 1 ist das Fusions-
protein nach chromatografischer Reinigung und Lagerung bei - 80 °C vor dem SUMO-
Protease Verdau auf einer Höhe von ca. 24 kDa zu sehen. Nach dem Verdau bei 30 °C für 2 h 
sind zwei distinkte Banden für das His6-SUMO-Protein und für Mgfp-3 (A) / Mefp-3 (B) zu er-
kennen. Zusätzlich war nach der Protease-Reaktion eine Trübung des Proteingemisches zu 
beobachten. Aus diesem Grund erfolgte im Anschluss eine Zentrifugation. Im Überstand (Vx) 
konnte His6-SUMO nachgewiesen werden (Spur 3) und Mgfp-3 (A) bzw. Mefp-3 (B) verblieben 
im Pellet (Spur 4). Die Pellets beider Mfp-3 konnten im gleichen Volumen (wie Vx) in 25 % HAc 
resolubilisiert werden und nach erneuter Zentrifugation waren Mgfp-3 (A) und Mefp-3 (B) im 
Überstand nachweisbar (Spur 5), aber ein kleines Pellet verblieb. Aufgrund der Essigsäure in 
den Proben in Spur 4 und 5 wurde das Laufverhalten der Proteine durch die Änderung des 
pH-Wertes in der SDS-PAGE beeinflusst. Aus diesem Grund erscheinen die Proteinbanden 
der Mfp-3 diffus. Die Probe des verbliebenen Pellets zeigte keine Proteinbanden in der SDS-
PAGE (Daten nicht gezeigt). Versuche dieses resultierende Pellet der zweiten Zentrifugation 
wieder in Lösung zu bringen, um die Proteinausbeute zu erhöhen, zeigten dass weder 25 % 
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HAc noch andere Lösungsmittel (50 % HAc, dH2O, 8 M Harnstoff + 5 % HAc und 25/50/75 % 
ACN in Wasser + 0,1 % TFA) die Präzipitate auflösen konnten (Daten nicht gezeigt). Aus un-
terschiedlichen Präparationen konnten im Mittel 0,22 mgMfp-3/mgFusionsprotein gewonnen werden. 
Unter Berücksichtigung des His6-SUMO-Anteils im Fusionskonstrukt entspricht dies einer Aus-
beute von ~ 74 %. 
Nach den Untersuchungen zum SUMO-Protease-Verdau der Mfp-3-Fusionsproteine konnte 
ein schnelles und effizientes Protokoll zur His6-SUMO-Abspaltung sowie Abtrennung des His6-
SUMO-Anteils im löslichen Überstand nach Zentrifugation etabliert werden. Die Experimente 
zeigten, dass der His6-SUMO-tag maßgeblich zur Löslichkeit der Mfp-3 im wässrigen Milieu 
in vivo und in vitro beiträgt. Im Anschluss an den Verdau konnten die Mfp-3 zum großen Anteil 
in 25 % HAc resolubilisiert werden. Zur weiteren Lagerung wurden die Proteinlösungen auf 
5 % HAc verdünnt und anschließend lyophilisiert. Der weiße Proteinpuder (Probe nicht-modi-
fizierte Mfp-3) wurde bis zur funktionellen Charakterisierung (Kap. 3.3, S. 90) bei - 20 °C gela-
gert. 

3.2.2.3 In vitro Modifikation der gereinigten Mfp-3 
Für die Bereitstellung der modifizierten Proteinvarianten sollten Mefp-3 und Mgfp-3 mit der in 
Kap. 3.2.1.2 (S. 54) rekombinant hergestellten mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) funktiona-
lisiert werden. Durch die enzymatische Reaktion der His6-mTyr sollten Peptid-gebundene Tyr 
zu DOPA hydroxyliert werden. DOPA-enthaltene Proteine werden in der Literatur als Schlüs-
selmolekül für die Klebeeigenschaften mariner Organismen beschrieben [Deming, 1999; Lee 
et al., 2011]. Demnach ist ein Nachweis einer erfolgreichen in vitro Modifikation der Tyr zu 
DOPA in den Mfp-3-Sequenzen mit His6-mTyr notwendig. Der qualitative Nachweis erfolgte 
mittels NBT-Färbung (Kap. 3.2.2.3.1, S. 64). Zudem wurde die Anzahl an Hydroxylierungen in 
den Proteinen quantitativ mittels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse (Kap.  3.2.2.3.2, S. 65) analy-
siert. Die Ergebnisse beider Analysemethoden sind in den folgenden Kapiteln dargestellt. 

3.2.2.3.1 In vitro Modifikation und qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Färbung 
Zur Optimierung des Aufarbeitungs- und Modifikationsprozesses der Mfp-3 wurde ein effekti-
ves Protokoll entworfen bei dem die Abspaltung des His6-SUMO-tags und die Hydroxylierung 
sukzessive im gleichen Reaktionsansatz abliefen. Damit sollte eine effektivere Modifikation 
der Mfp-3 ermöglicht werden. Die one-pot-Reaktion wurde wie folgt durchgeführt: 1 – SUMO-
Protease-Verdau (Enzym im molaren Verhältnis von 1:1000) für 2 h bei 30 °C in 100 mM Na-
Acetat-Puffer (pH 5,5); 2 – Tyrosinase-Reaktion für 5 h bei 25 °C in 100 mM Na-acetat, 25 mM 
Ascorbinsäure, 20 mM Na-Borat, 2 µM CuSO4 (pH 5,5), 50 µg/mL His6-mTyr, 0,3 mg/mL Mfp-
3.  
In Abb. 3-9 A ist das SDS-PAGE-Gel der one-pot Reaktion beispielhaft für das Fusionskon-
strukt His6-SUMO-Mefp-3 zu sehen und in B die entsprechenden Proben im NBT-gefärbten 
(Kap. 2.2.6.4.2, S. 46) Western-Blot (WB) zum qualitativen Nachweis von DOPA in der Po-
lypeptidkette. In Spur 1 ist zunächst His6-SUMO-Mefp-3 nach chromatografischer Reinigung 
(Kap. 3.2.2.2.1, S. 61) und Lagerung bei - 80 °C vor dem SUMO-Protease Verdau aufgetra-
gen. Wie erwartet, ist die Proteinbande in der Coomassiefärbung deutlich erkennbar und die 
NBT-Färbung ist negativ. Nach dem Verdau mit der SUMO-Protease bei 30 °C für 2 h (Spur 
2) sind zwei Banden für das His6-SUMO-Protein und für Mefp-3 nach Coomassiefärbung zu 
erkennen (A). Auch für diese Probe zeigt sich kein NBT-Signal (B). Zum Reaktionsgemisch 
wurden nun die Komponenten der His6-mTyr-Reaktion gegeben und die Modifikation gestartet. 
Nach 5 h wurde die Reaktion beendet und eine Probe entnommen (Spur 3). Die Bande von 
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Mefp-3 scheint in der SDS-PAGE etwas diffuser (A). Im NBT-gefärbten WB ist eindeutig DOPA 
nachweisbar (B, Spur 3). Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch bei 60000 x g für 30 min 
bei 4 °C zentrifugiert, um das SUMO-Protein, ScUlp1 und die His6-mTyr (Überstand, A, Spur 
4) vom Zielprotein Mefp-3 (Pellet) zu trennen. Im SUMO-Protein befindet sich ein Tyr, welches 
potenziell von der His6-mTyr zu DOPA hydroxyliert werden könnte. In der NBT-Färbung (B) ist 
jedoch in Spur 4 kein positives Signal zu erkennen. In His6-SUMO als auch in den Enzymen 
ScUlp1 und His6-mTyr konnten somit keine nachweisbaren Hydroxylierungen detektiert wer-
den. Daher ist davon auszugehen, dass His6-SUMO und ScUlp1 als auch His6-mTyr selbst 
vermutlich keine Substrate der His6-mTyr sind. Modifiziertes Mefp-3 wurde über Nacht für 16 h 
in 50 % HAc bei 4 °C resolubilisiert. Nach Zentrifugation befand sich der Hauptanteil des Ziel-
proteins im Überstand (Spur 5), wenngleich ein kleines Pellet nicht vollständig in Lösung ge-
bracht werden konnte. Die NBT-Färbung des Überstandes war wie erwartet positiv (B, Spur 
5). Zur Optimierung des elektrophoretischen Laufverhaltens der mod. Mfp-3 in 25 % HAc 
(starke diffuse Banden in Abb. 3-8, S. 63) wurden verschiedene Experimente zur Probenauf-
arbeitung durchgeführt (Daten nicht gezeigt). Es zeigte sich, dass das Proben-Pufferverhältnis 
(von 1:1 zu 1:5) die Diffusität reduzieren konnte und zu einem homogeneren Laufverhalten der 
mod. Mfp-3 führte (Abb. 3-9 A, Spur 5). 
 

 
Abb. 3-9 Enzymatische Abspaltung am Beispiel von His6-SUMO-Mefp-3 und in vitro DOPA-
Modifikation von Mefp-3 mit His6-mTyr 
SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefärbter Western-Blot (B) vor und nach enzymatischen Verdau von 
His6-SUMO-Mefp-3 mit der SUMO-Protease für 2 h bei 30 °C und Modifikation von Mefp-3 mit der mik-
robiellen Tyrosinase (His6-mTyr) bei 25 °C für 5 h. 1 – His6-SUMO-Mefp-3 vor SUMO-Abspaltung, 2 – 
Nach SUMO-Protease Verdau & vor His6-mTyr Reaktion, 3 – Nach Reaktion mit His6-mTyr, 4 – Über-
stand nach Zentrifugation (enthält His6-SUMO & His6-mTyr), 5 – Resolubilisiertes Pellet nach Zentrifu-
gation in 50 % HAc (enthält modifiziertes Mefp-3). Aufgetragen wurden 3 µg Protein 5 µL Marker (M, 
PPL Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Proteine sind entsprechend gekennzeichnet: 
His6-SUMO-Mefp-3 (19,2 kDa), His6-SUMO (13,4 kDa) und Mefp-3 (5,83 kDa). Durch den SUMO-Anteil 
verändert sich das Laufverhalten beider Zielproteine in der SDS-PAGE auf ca. 24 kDa. 
 
Die Zielprotein-enthaltene Proteinlösung wurde auf 5 % HAc verdünnt und lyophilisiert. Das 
Lyophilisat war braun und klebrig und wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei - 20 °C gelagert. 
Für das Fusionskonstrukt His6-SUMO-Mgfp-3 wurden vergleichbare Resultate in der one-pot 
Reaktion erzielt (Kap. 8.2, Abb. 8-9, S.177). Insgesamt konnten aus den verschiedenen Prä-
parationen 0,16 mgmod. Mfp-3/mgFusionsprotein gewonnen werden. Dies entspricht unter Berücksich-
tigung des His6-SUMO-Anteils im Fusionskonstrukt einer Ausbeute von ~ 54 % (m/m). 
 

3.2.2.3.2 Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels Massenspektrometrie  
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Für die Bestimmung des Modifizierungsgrades von Tyr zu DOPA in der Polypeptidkette wurde 
eine MALDI-TOF/TOF MS-Analyse durchgeführt (Kap. 8.1.2.1.1.2, S. 169). Zunächst wurde 
die Anzahl an Hydroxylierungen im Fusionsprotein His6-SUMO-Mefp-3 untersucht. Die durch-
schnittliche Masse des Zielproteins beträgt 19098,10 Da und jede Hydroxylierung führt zu ei-
ner zusätzlichen Masse von ~ 16 Da. Das Fusionsprotein enthält 11 Tyr (inklusive 1 Tyr im 
SUMO-Protein), die potenzielle Hydroxylierungsstellen für die mikrobielle Tyrosinase (His6-
mTyr) darstellen. In den Experimenten in Kap. 3.2.2.3.1 (Abb. 3-9, S. 65, Spur 4) zum qualita-
tiven Nachweis von DOPA war für His6-SUMO (1 Tyr) kein sichtbares Signal detektierbar. Bei 
der massenspektrometrischen Analyse der modifizierten Probe wurde eine Masse von 
19259,74 Da nachgewiesen, was ca. zehn Hydroxylierungen entspricht. Die Ergebnisse der 
Messung sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.1.2, Abb. 8-2, S. 171).  

 
Abb. 3-10 Aminosäuresequenz von Mefp-3 mit den potenziellen Hydroxylierungsstellen für die 
Modifikation durch His6-mTyr (Y) 

Im Anschluss sollte die Anzahl an Hydroxylierungen in Mefp-3 nach SUMO-Abspaltung und 
Modifikationsreaktion bestimmt werden. Zum Vergleich wurde eine Probe unmod. Mefp-3 nach 
SUMO-Abspaltung ebenfalls analysiert und es konnte, wie zu erwarten, eine mono-isotopische 
Masse von 5828,73 Da nachgewiesen werden (Abb. 3-11 A, S. 67). Zusätzlich konnte im ISD-
Fragmentspektrum die vollständige Sequenz von Mefp-3 (Abb. 3-10) bestätigt werden. Die 
Ergebnisse der ISD-Analyse sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 11, Abb. 11-5 und Tabelle 
11-1). 
Es folgte die MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von mod. Mefp-3 nach der enzymatischen Hydro-
xylierungsreaktion. Wie in Kap. 3.2.2.3.1 (S. 64) beschrieben, liegt mod. Mefp-3 nach der Re-
aktion mit His6-mTyr anteilig in 25 % HAc löslich und unlöslich vor. Beide Spezies wurden 
mittels MS analysiert und werden im Folgenden „mod. Mefp-3 (löslich)“ und „mod. Mefp-3 (Pel-
let)“ benannt. In der Probe „mod. Mefp-3 (löslich)“ (Abb. 3-11 B) konnten Spezies mit 1 – 10 
zusätzlichen OH-Resten nachgewiesen werden, wobei die Signalintensität mit zunehmender 
Anzahl an Hydroxylierungen abnimmt. Die Massenzunahme um ca. 16 Da ist entsprechend 
gekennzeichnet (grün). Somit liegt ein Proteingemisch von mod. Mefp-3 vor und der Hauptan-
teil ist ein- bis vierfach hydroxyliert. Die Pelletprobe wurde in Vorbereitung auf die MS-Analyse 
für 12 h in 5 M GdmCl inkubiert. Das Pellet konnte vollständig gelöst werden und die Lösung 
zeigte eine dunkelbraune Färbung, die für hydroxyliertes Mefp-3 charakteristisch ist. In der 
Probe „mod. Mefp-3 (Pellet)“ (Abb. 3-11 C) wurden interessanterweise vermehrt Spezies mit 
einer höheren Anzahl an Hydroxylierungen (6 – 10) detektiert. Zudem konnten zwei weitere 
Massen mit einer Massenzunahme um 16 Da nachgewiesen werden. Da in der Sequenz von 
Mefp-3 nur zehn potenzielle Hydroxylierungsstellen für die His6-mTyr vorkommen, ist davon 
auszugehen, dass einige DOPA-Seitenketten erneut hydroxyliert wurden. Bei dieser Reaktion 
entsteht 3,4,5-Trihydroxyphenylalanin (TOPA). TOPA konnte bereits in einem synthetisch her-
gestellten Decapeptid (AKPSYHypHypTYK) nach Inkubation mit der kommerziellen Pilz-Tyro-
sinase (Sigma) nachgewiesen werden [Burzio und Waite, 2002]. Diese Hypothese der Ausbil-
dung von TOPA innerhalb von Mefp-3 konnte jedoch im Rahmen der Arbeit nicht experimentell 
bestätigt werden. Der Nachweis der mehrfachen hydroxylierten Proteinspezies in „mod. Mefp-
3 (Pellet)“ (Abb. 3-11 C) erklärt das verstärkte Koazervationsverhalten. Je mehr DOPA in 
Mefp-3 enthalten ist, desto stärkere Interaktionen kann es eingehen.  
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Abb. 3-11 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von Mefp-3 vor und nach der Reaktion mit der mikrobiel-
len Tyrosinase (His6-mTyr) zur Bestimmung des DOPA-Gehalts 
MALDI-TOF/TOF-Massenspektren der nicht-modifizierten und modifizierten Mefp-3 Proben nach chro-
matografischer Auftrennung mittels HPLC (Kap. 8.1.2.1.1.1, S. 168) zur Auftrennung der unterschied-
lich stark modifizierten Proteinspezies. Im Anschluss erfolgte die MALDI-TOF/TOF MS-Analyse („Dried-
droplet“-Präparation mit 65 % DHB-Matrix, Reflektormodus) (Kap. 8.1.2.1.1.2, S. 169). A – nicht-mod. 
Mefp-3 (vor der Modifikationsreaktion), B – mod. Mefp-3 (löslich), C – mod. Mefp-3 (Pellet). Jede Hyd-
roxylierung eines Tyr führt zu Massenzunahme von ~ 16 Da (Kennzeichnung in grün). Nicht-mod. Mefp-
3 besitzt eine monoisotopische Masse von 5827,76 Da. 
 

Fazit: Mit diesem Experiment wurde gezeigt, dass nach der Modifikationsreaktion mit der His6-
mTyr verschieden stark hydroxylierte Proteinspezies von Mefp-3 generiert wurden. Im lösli-
chen Anteil von mod. Mefp-3 (Abb. 3-11 B, S. 67) konnten 1 – 10 zusätzliche OH-Reste nach-
gewiesen werden. Anhand der Ergebnisse ist nicht auszuschließen, dass auch trihydroxylierte 
Produkte entstanden sein könnten. In der Literatur konnten bislang nur 30 % (Pilz-Tyrosinase, 
Sigma)  [Hwang et al., 2007] – 53 % (mikrobielle Tyrosinase) [Do et al., 2017] DOPA in in vitro 
modifizierten Muschelfuß-basierten Proteinen nachgewiesen werden. Aus den Literaturdaten 
ist jedoch nicht ersichtlich, ob es sich um ein Gemisch unterschiedlichen Hydroxylierungsgra-
des handelt oder ein Tyr an Position x mehrfach hydroxyliert wurde (TOPA). Eine detaillierte 
Analyse der Proteoformen nach Hydroxylierungsreaktion Mfp-basierter Sequenzen ist bislang 
nicht in der Literatur gezeigt. Für die weitere funktionelle Charakterisierung und die optimale 
Bindung der Mfp-3 an die Zieloberfläche SiO2 in den materialwissenschaftlichen Untersuchun-
gen (Kap. 3.3, S. 90), wurde der lösliche Anteil verwendet. Die löslichen Mfp-3 gewährleisten 
eine gute Adhäsion, während Mfp-3 im Pellet durch das Vorhandensein von Spezies mit einer 
höheren Anzahl an Hydroxylierungen verstärkt intra- und intermolekulare Wechselwirkungen 
(kohäsive Kräfte) ausbilden.  
 

3.2.3 Designer-Protein 1A/B – Variante 
Im Anschluss an die Aufarbeitung und Modifikation der adhäsiven Einzelblöcke (Kap. 3.2.2, 
S. 58) werden in diesem Kapitel die Ergebnisse der Designer-Proteine (DP) DP1A und DP1B 
vorgestellt. Diese bestehen aus einer Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blö-
cken, die bereits in Kap. 3.1.1.2 (S. 52) vorgestellt wurden. Der kohäsive Block in DP1A/B 
besteht aus ELP-Sequenzen basierend auf der Arbeit von [Desai et al., 2016]. Als adhäsive 
Einheit enthält DP1A das Muschelfußprotein-3 aus M. edulis (Mefp-3) und DP1B, das 
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homologe Protein aus M. galloprovincialis (Mgfp-3). DP1A und DP1B wurden, wie die adhäsi-
ven Einzelblöcke als His6-SUMO-Fusionsproteine designt. Die Fusion soll wie bereits be-
schrieben die Löslichkeit sowie die Produktion der rekombinanten Proteine positiv beeinflus-
sen. 
In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse von DP1A/B zur heterologen Produktion in 
E. coli (Kap. 3.2.3.1, S. 68), der chromatografischen Reinigung über den His6-SUMO-tag 
(Kap. 3.2.3.2.1, S. 70), der Reinigung mittels Hitzefällung (Kap. 3.2.3.2.2, S. 74) sowie der 
in vitro Modifikation mit der mikrobiellen Tyrosinase (Kap. 3.2.3.3, S. 80) gezeigt. 

3.2.3.1 Heterologe Produktion in E. coli 

3.2.3.1.1 Heterologe Produktion im Schüttelkolbenmaßstab 
Die experimentellen Bedingungen zur Gensynthese, Klonierung und zur Expression finden 
sich im Kapitel Material und Methoden (Kap.2.2.2.1, S. 33; Kap. 2.2.3.1, S. 36). Die generier-
ten Expressionsplasmide wurden wie folgt bezeichnet (Tabelle 2-5, S. 28): pJOE_DP1A (mit 
Gensequenz des Mefp-3 aus M. edulis) und pJOE_DP1B (mit Gensequenz des Mgfp-3 aus 
M. galloprovincialis).  
Im Anschluss an die Etablierung der Induktions- und Produktionsbedingungen von DP1A/B 
erfolgte die Kultivierung von E. coli BW3110 unter folgenden Bedingungen: 100 mL TB-
Medium, Induktion mit 5 mM L-Rhamnose, Tvor Induktion = 37 °C, TInduktion = 25 °C, t = 22 h. 
Die Reduktion der Temperatur zum Zeitpunkt der Induktion war notwendig, um die Ausbildung 
von intra- und intermolekularen β-Helix-Strukturen durch die ELP-Domäne in den Zielproteinen 
während der Produktion zu vermeiden. In der SDS-PAGE-Analyse der 1/OD600-Proben war für 
beide Zielproteine erst zum Zeitpunkt der Ernte nach 22 h Induktion mit 5 mM Rhamnose eine 
Expressionsbande detektierbar (Kap. 8.2, Abb. 8-10 A, S. 177, DP1A: Spur 6, DP1B: Spur 10). 
Durch das zu Grunde liegende positiv regulierte Expressionssystem wurde eine Basalexpres-
sion ohne Induktor vermieden. DP1A/B laufen etwas höher als ihr theoretisches MW, was auf 
den ELP-Teil zurückzuführen ist. Dies wurde bereits in der Literatur für ELP- enthaltene Pro-
teinsequenzen beschrieben [McPherson et al., 1996]. Zusammenfassend waren die Experi-
mente zur Produktion von DB1A/B in TB-Medium erfolgreich und zeigten, dass sich der Haupt-
anteil der Zielproteine in der löslichen Zellfraktion anreicherte (Kap. 8.2, Abb. 8-10 B, S. 177, 
DP1A: Spur 3, DP1B: Spur 7). 

3.2.3.1.2 Heterologe Produktion in E. coli im Bioreaktormaßstab  
Zur Bereitstellung von ausreichenden Mengen für die materialwissenschaftlichen Untersu-
chungen (Kap. 3.3, S. 90) erfolgte die Produktion von DP1A und DP1B im 15 L Maßstab in 
E. coli BW3110 basierend auf den Ergebnissen im Schüttelkolbenmaßstab (SK) 
(Kap. 3.2.3.1.1, S. 68). Die Fermentationsbedingungen sind in Kap. 2.2.3.1.2 (S. 37) beschrie-
ben. 
In Abb. 3-12 A (Produktion von DP1A) und C (Produktion von DP1B) sind die Verläufe der 
Offline-Daten der optischen Dichte (OD600), der Glucosekonzentration sowie der Glycerinkon-
zentration gezeigt. Vergleicht man die beiden Prozesse sind das Zellwachstum, der Glucose-
verbrauch und die Glycerinkonzentration während der Fermentation von E. coli BW3110 ähn-
lich. Nach Verbrauch der Batch-Glucose (5 g/L) erfolgte die kontinuierliche Zufütterung mit 
140 g/h Glycerin (Zeitpunkt 1). Bei einer OD600 von ca. 30 wurde die Temperatur von 37 °C 
auf 25 °C reduziert und der Feed auf 100 g/h Glycerin herabgesetzt (Zeitpunkt 2), um ein kon-
tinuierliches Wachstum über die Nacht zu gewährleisten. Zur Kontrolle wurden die 
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Glycerinkonzentrationen mit dem Glycerol Assay Kit der Firma Megazyme diskontinuierlich 
verfolgt. Die Ergebnisse dieser Messungen in Abb. 3-12 A und C zeigen, dass die Glycerin-
konzentration während des gesamten Prozesses konstant (ca. 0,06 g/L) blieb. 30 min nach 
Temperatursenkung wurde die Proteinexpression durch Zugabe von L-Rhamnose (Endkon-
zentration 5 mM, Zeitpunkt 3) induziert. Nach einer Induktionszeit von 15,5 h erreichte die op-
tische Dichte in beiden Prozessen einen Wert von ca. 64 und die Fermentationen wurden be-
endet (Zeitpunkt 6).  

 
Abb. 3-12 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP1A und DP1B E. coli BW3110 im 15 L 
Bioreaktormaßstab 
A und B – Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP1A. C und D – Ergebnisse zur heterologen 
Produktion von DP1B. A und C – Wachstumskurve, Glucoseverbrauch und Glycerinkonzentration wäh-
rend der Fermentation von E. coli BW3110 unter der getesteten Expressionsbedingung. Zeitpunkte: 1 
– Start der kontinuierlichen Zufütterung mit 140 g/h (Glycerin), 2 – Reduktion der Temperatur von 37 °C 
auf 25 °C, Herabsetzen der Zufütterung mit Glycerin auf 100 g/h, 3 – Induktion mit 5 mM Rhamnose, 4 
und 5 – 1/OD Probennahme, 6 – 1/OD Probennahme 15,5 h und Zellernte. B und D – Western-Blots 
der 1/OD600-Proben vor und nach den verschiedenen Induktionszeiten (0 h – 15,5 h) sowie die Kontrolle 
(K, 1/OD-Probe zum Zeitpunkt der Zellernte der jeweiligen SK-Kultivierung). Zusätzlich ist in B die Lös-
lichkeitsverteilung von DP1A im Resuspensionspuffer (10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriumphosphat, 
1 mM PMSF; pH 8.0) gezeigt: RE – Rohextrakt/Lösliche Fraktion, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet. 
Aufgetragen wurden 10 µL der 1/OD-Proben, 20 µg RE und 5 µL Marker (M, PPL, Prestained Protein 
Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine DP1A und DP1B sind gekennzeichnet (theoretisches Mo-
lekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa). Die Plasmidstabilität von pJOE_DP1A und 
pJOE_DP1B in E. coli BW3110 wurde zu folgenden Zeitpunkten überprüft: vor Induktion, 1,5 h Induktion 
und Ernte. Über den gesamten Kultivierungszeitraum lag diese bei 100 % (Daten nicht gezeigt). 
 

Der Proteinnachweis der Zielproteine erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot. Anhand 
der 1/OD600-Proben in der WB-Analyse ist zu erkennen, dass DP1A/B bereits nach 1,5 h und 
auch zum Endpunkt der Kultivierung nachweisbar waren (Abb. 3-12 B: DP1A, D: DP1B). Vor 
Induktion ist jeweils keine Bande auf der Höhe der Zielproteine zu erkennen. Als Positivkon-
trolle (K) wurden die 1/OD600-Proben zum Zeitpunkt der Ernte aus den SK-Versuchen aufge-
tragen. Für DP1A zeigt die Kontrolle (Abb. 3-12 B, Spur 5) eine vergleichbare 
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Bandenintensität. Im Gegensatz dazu konnte die Produktion von DP1B (Abb. 3-12 D, Spur 4) 
während der Fermentation im Gegensatz zur SK-Kultivierung (Abb. 3-12 D, Spur 5) erhöht 
werden. Für die folgenden Experimente zur Reinigung von DP1A/B (Kap. 0, S. 70) wurde die 
Löslichkeit beider Proteine untersucht. Als Resuspensionspuffer wurde ein in der Literatur be-
schriebener Tris/Natrium-Phosphat-basierter Puffer eingesetzt (10 mM Tris-HCl, 100 mM Nat-
riumphosphat, 1 mM PMSF; pH 8.0), der für die chromatografische Reinigung vom Muschel-
fußprotein-3 aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) verwendet wurde [Hwang et al., 2005] und auch 
für die Reinigung ELP-enthaltener Zielproteine mittels Inverse transition cycling beschrieben 
ist [Meyer und Chilkoti, 2002] (Kap. 3.2.2.2.1, S. 61). Nach Zellaufschluss und Zentrifugation 
erfolgte die Analyse des Rohextraktes (RE) und der unlöslichen Fraktion (P) mittels SDS-
PAGE. Die Untersuchung der Löslichkeitsverteilung ergab, dass sich der Hauptanteil von 
DP1A/B in der löslichen Zellfraktion anreicherte. Die Analyse ist beispielhaft für DP1A gezeigt 
(Abb. 3-12 B, Spur 7).  
 

Zusammenfassend war die Produktion von DP1A und DP1B in E. coli BW3110 erfolgreich. Die 
Ergebnisse der Fermentationen sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst. Nach Abtrennung des 
Fermentationsüberstandes wurden ca. 2 kg BFM gewonnen. 

Tabelle 3-4 Resultate der heterologen Produktion von DP1A und DP1B in E. coli BW3110 im 30 L 
Bioreaktor 

Zielprotein VStart (L) VFinal (L) Finale optische Dichte (OD600) BFM (kg)  
DP1A 15 17 64,6 2,1  
DP1B 15 18 63,7 2,3  

 

3.2.3.2 Reinigung der DP1-Proteine 
Die Etablierung einer Reinigungsstrategie für die Designer-Proteine 1A/B (DP1A enthält die 
Mfp-3 Sequenz aus M. edulis und DP1B enthält die Mfp-3 Sequenz aus M. galloprovincialis) 
erfolgte parallel aus rekombinanten E. coli Zellen (Kap. 3.2.3.1.2, S. 68). Die Muschelfußpro-
teine-3 aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) und M. edulis (Mefp-3) weisen eine Ähnlichkeit von 
58,3 % (Abb. 1-9, S. 15) auf. Mefp-3 wurde bislang nicht rekombinant produziert. Die Isolie-
rung des nativen Proteins aus M. edulis bildete jedoch in den letzten Jahrzehnten die Grund-
lage für eine detaillierte Charakterisierung von Mefp-3 als Klebeprotein [Even et al., 2008; 
Floriolli et al., 2000; Hwang und Waite, 2012; Papov et al., 1995; Waite und Andersen, 1978a]. 
Anhand der zugrunde liegenden Proteinsequenz und dem Sequenzvergleich beider Mfp-3 war 
nicht von einem unterschiedlichen Reinigungsverhalten auszugehen. Sequenzspezifische Un-
terschiede, insbesondere aufgrund von Anzahl und Anordnung der Tyr, sind eher in den ma-
terialwissenschaftlichen Untersuchungen zu erwarten. 
In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse von zwei unterschiedlichen Reinigungsme-
thoden vorgestellt: die chromatografische Reinigung mittels IMAC (Kap. 3.2.3.2.1, S. 70) und 
das Inverse transition cycling (ITC) (Kap. 3.2.3.2.2, S. 74), bei dem der reversible Temperatu-
rübergang des ELP-Blocks genutzt wird. Beispielhaft werden Resultate für DP1A oder DP1B 
gezeigt. Die Aufarbeitungen waren unabhängig von der Reinigungsmethode für beide DP1 
vergleichbar. 
 

3.2.3.2.1 Chromatografische Aufarbeitung der DP1-Proteine 
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Zu Beginn erfolgte die Aufarbeitung von DP1A/B mittels Affinitätschromatografie über den N-
terminalen His6-SUMO-tag im kleinen Maßstab mittels His6-Gravity-Columns (CV = 1 mL, 
Kap. 3.2.3.2.1.1, S. 71), gefolgt von einer Maßstabsvergrößerung auf eine Chromatografie-
säule mit einem Säulenvolumen von 11,5 mL für ein ÄKTA pure System (Kap. 3.2.3.2.1.2, 
S. 72). 

3.2.3.2.1.1 Proteinreinigung im 1 mL Maßstab 
Die experimentellen Bedingungen sind in Kap. 2.2.5.1.3 (S. 42) beschrieben. Als Puffer wurde 
ein Tris/Natrium-Phosphat-basierter Puffer (pH 8,0) verwendet, der in der Literatur zur chro-
matografischen Reinigung von Mgfp-3 beschrieben ist [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005]. 
Für die Reinigung von ELP-Sequenzen wird in der Literatur ebenfalls ein Tris- oder Natrium-
Phosphat-basierter Puffer empfohlen [Meyer und Chilkoti, 2002]. Die Elution erfolgte in drei 
Schritten: 500 mM Imidazol (1), 1 M Imidazol (2) und 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff (3). 

 
Abb. 3-13 Chromatografische Reinigung von DP1B aus E. coli BW3110 
A – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungs-
verlauf der IMAC (His-Gravi-Traps, GE Healthcare). M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range 
Protein Ladder, Thermo Scientific), RE –Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet, DL – Durchlauf, 
W – Waschfraktion, E1 bis E5 – Elutionsfraktionen. Schritte der Elution: 1 – 500 mM Imidazol, 2 – 1 M 
Imidazol, 3 – 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff. Es wurden 20 µg vom RE und DL, und 10 µL der anderen 
Proben (aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker aufgetragen. Das 
Zielprotein DP1B ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 57,4 kDa). B – Western-Blot der 
finalen Elutionsfraktion E5. Marker (M, PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). 
 

Im SDS-PA-Gel (Abb. 3-13 A) sind zunächst die Proben nach Zellaufschluss und Zentrifuga-
tion zur Abtrennung der Zelltrümmer (Spur 1) gezeigt. Das Zielprotein liegt zum Haupanteil in 
der löslichen Fraktion (Spur 2) vor. In den Proben der Durchläufe (Spur 4 + 5) und der Wasch-
fraktionen (Spur 6 – 8) konnten erfolgreich Verunreinigungen abgetrennt werden. Im ersten 
Schritt der Elution mit 500 mM Imidazol ließ sich ein Protein mit einem Molekulargewicht von 
ca. 18 kDa (Spur 10) nachweisen. Mit 1 M Imidazol (Elutionsschritt 2) sind geringe Mengen an 
DP1B in den Fraktionen E3 (Spur 11) und E4 (Spur 12) detektierbar. Der Hauptanteil von 
DP1B konnte im 3. Schritt (1 M Imidazol + 6 M Harnstoff, Spur 13) eluiert werden. Das Resultat 
dieses Experiments zeigte, dass die Bindung von DP1B an das Chromatografiematerial nicht 
nur auf dem His6-SUMO-tag beruht, sondern auch auf den hydrophoben Interaktionen mit der 
Säulenmatrix (Ni(II)-Sepharose 6 fast flow). Da Mefp-3 dieses Verhalten nicht zeigte 
(Kap. 3.2.2.2, S. 61), sind diese Wechselwirkungen auf die ELP-Domäne in DP1B zurückzu-
führen. In Abb. 3-13 B ist die Western-Blot-Analyse des gereinigten DP1B (Spur 2) gezeigt. 
Aus diesem Ansatz konnten 0,56 mg reines DP1B aus 5 g BFM gewonnen werden. 
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Zusammenfassend war die Reinigung von DP1B mittels Affinitätschromatografie im kleinen 
Maßstab erfolgreich. Zur Proteinidentifizierung wurde die Gelbande der Elutionsfraktion 5 
(Abb. 3-13, Spur 13) massenspektrometrisch untersucht. Die ESI-MS/MS-Analysen wurden 
von Frau Dr. Schierhorn (Institut für Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle) durchgeführt. 
Zum Vergleich erfolgte der Verdau zum einen mit Trypsin als auch mit einem Gemisch aus 
Trypsin und Chymotrypsin zur Generierung unterschiedlicher Peptidfragmente. Es konnten 16 
sequenzspezifische Peptide aus dem tryptischen Verdau (Kap. 8.1.3, Abb. 8-5, S. 173 und 
Tabelle 8-5, S. 173) und 15 sequenzspezifische Peptide von DP1B aus dem Verdau mit 
Trypsin und Chymotrypsin (Kap. 8.1.3, Abb. 8-6, S. 174 und Tabelle 8-6, S. 174) nachgewie-
sen werden. Die chromatografische Reinigung mittels IMAC von DP1B erwies sich somit als 
erfolgreich. Vergleichend erfolgte die chromatografische Reinigung zur Reinigung von DP1A. 
Die Ergebnisse dieser Experimente sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-11, 
S. 178). Aus diesen Untersuchungen zeigte sich, dass der Hauptanteil von DP1A ebenfalls 
erfolgreich im 3. Schritt (1 M Imidazol + 6 M Harnstoff) eluiert werden konnte. Unterschiede in 
der Aminosäuresequenz der beiden DP1-Proteine, haben demnach keinen Einfluss auf das 
Elutionsverhalten während der Affinitätschromatografie. Mittels MALDI-TOF-TOF MS-Analyse 
wurde die Intact mass der Elutionsfraktion 3 bestimmt. Es konnten insgesamt drei verschie-
dene Ladungszustände des Proteins mit einer durchschnittlichen Masse von 57804,6 Da in 
dem aufgenommenen Massenspektrum beobachtet werden (Kap. 8.1.2, Abb. 8-3, S. 171). Die 
intakte Masse des einfach geladenen Molekül-Ions von DP1A konnte im Massenspektrum bei 
m/z von 57649,7 Da nachgewiesen werden, welche nur eine geringe Abweichung zur theore-
tischen monoisotopischen Masse von 57692,36 Da aufweist. Somit wurde auch DP1A in der 
finalen Probe (Kap. 8.1.2, Abb. 8-3, S. 171, Spur 8) nach der chromatografischen Reinigung 
erfolgreich mittels MS nachgewiesen. Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte die Übertra-
gung auf einen größeren Maßstab zur chromatografischen Reinigung von DP1 an einem ÄKTA 
pure System (Kap. 3.2.3.2.1.2).  

3.2.3.2.1.2 Proteinreinigung von DP1A im präparativen Maßstab mittels Chromatographie 
(CV = 11,5 mL)  

Im Anschluss an die Etablierung der chromatografischen Reinigung von DP1A/B im 1 mL Maß-
stab erfolgte eine Maßstabsvergrößerung zur Reinigung von DP1A an einem ÄKTA pure Sys-
tem. 192,5 g der E. coli Biofeuchtmasse wurden mechanisch aufgeschlossen (Kap. 2.2.3.2.1, 
S. 38) und nach Abtrennung der Zelltrümmer durch Zentrifugation wurde der Rohextrakt (RE) 
auf eine Ni(II)-Sepharose-Säule (CV = 11,5 mL) aufgetragen.  
Im Gegensatz zu den vorherigen Experimenten unter Verwendung der His-Gravity-Columns 
(Kap. 3.2.3.2.1.1, S. 71), in denen der Hauptanteil der DP1 erst mit 1 M Imidazol und 6 M 
Harnstoff im Puffer eluiert wurde, erfolgte die Elution des Zielproteins in dem größeren Ansatz 
bereits mit einer geringeren Konzentration an Imidazol (500 mM). Zu dem unerwarteten Eluti-
onsverhalten zeigten sich in der SDS-PAGE starke Verunreinigungen (Anhang, Abb. 8-12, 
S. 178). Die Elutionsfraktionen E3 – E5 (Abb. 8-12 B, S. 178) der 1. IMAC wurden vereint. Es 
erfolgte eine Dialyse in Puffer A ohne Imidazol und die Probe wurde auf eine 2. IMAC (Ni(II)-
Sepharose, CV = 11,5 mL) aufgetragen. Nach einem 2. Waschschritt mit 5 % Puffer B sollte 
die Elution in einem linearen Gradienten (50 % Puffer B) erfolgen. Die Ergebnisse sind in Abb. 
3-14 dargestellt. Im Chromatogramm zeigte sich, dass ein Hauptpeak bereits bei 5 % Puffer B 
(≙ 250 mM Imidazol) eluierte (Abb. 3-14 A). Die Proben wurden mittels SDS-PAGE analysiert 
und sind in Abb. 3-14 B gezeigt. Es war keine Proteinbande auf der erwartenden Höhe von 
DP1A ersichtlich. Allerdings konnten intensive Banden verschiedenen Molekulargewichts, 
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insbesondere bei ca. 19 kDa in allen Elutionsfraktionen (Spur 4 – 11) detektiert werden. An-
hand der Größe könnte es sich um ein Proteinfragment mit His6-SUMO-Anteil handeln. Als 
Kontrolle (Spur 12) wurde die Elutionsprobe aus der Reinigung im kleinen Maßstab (His-Spin-
Traps) vergleichend mit aufgetragen. Die Western-Blot-Analyse ausgewählter Proben der Auf-
arbeitung sollte einen besseren Einblick in die Beschaffenheit der Proteine während der chro-
matografischen Reinigung geben. Das Ergebnis in Abb. 3-14 C zeigt, dass das Zielprotein 
nach der 1. IMAC nahezu vollständig abgebaut wurde. In den vereinten Elutionsfraktionen 
(Spur 3) waren nur noch Spuren von intaktem DP1A nachzuweisen. Nach der Dialyse verblieb 
der Hauptanteil der DP1A-Fragmente in der löslichen Fraktion (Spur 5) und eluierte mit 5 % 
Puffer B in der 2. IMAC (Spur 9 und 10). 

 
Abb. 3-14 Untersuchungen zur chromatografischen Reinigung (2. IMAC) von DP1A 
A) Chromatogramm der 2. IMAC zur Reinigung von DP1A. Absorptionssignal bei 280 nm in mAU 
(schwarz), Leitfähigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grün). Puffer: A – 
10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0); B – 10 mM Tris-HCl, 100 mM Nat-
riumphosphat, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0). DL – Durchlauf, W – Waschfraktion, 1 bis 8 – 
Elutionsfraktionen. B) 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus 
dem Reinigungsverlauf der 2. IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, 
Thermo Scientific), DL – Durchlauf, W – Waschfraktion, E1 bis E8 – Elutionsfraktionen, K – Kontrolle, 
Gereinigtes DP1A aus der Reinigung im kleinen Maßstab (His-Spin-Traps). Auftragung: 20 µg DL, 10 µL 
der anderen Proben (aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker. C) Wes-
tern-Blot Analyse nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf der 1. 
Und 2. IMAC. M - Marker (PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific), L – Lösliche Fraktion 
nach Dialyse und Zentrifugation, P – Unlösliche Fraktion nach Dialyse und Zentrifugation, E2 – E3 – 
Elutionsfraktionen 2 und 3 der 2. IMAC. Auftragung: 20 µg DL, 10 µL der anderen Proben (aus einer 1:3 
Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker. Das Zielprotein DP1A ist gekennzeichnet 
(theoretisches Molekulargewicht: 57,9 kDa). 
 

Aus diesem Experiment lässt sich ableiten, dass DP1A während der chromatografischen Rei-
nigung so fragmentiert wurde, dass kein vollständiges Zielprotein mehr vorhanden war. In an-
schließenden Experimenten zur Proteinstabilität zeigte sich, dass die Verweildauer im RE 
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einen Einfluss auf die Stabilität von DP1A und DP1B hat (Daten nicht gezeigt). Dadurch ließen 
sich zunächst die unterschiedlichen Ergebnisse der Vorversuche zur Reinigung (Aufarbeitung 
aus 1,5 g BFM, Abb. 3-13, S. 71) und dem Hauptversuch (Aufarbeitung aus 192,5 g BFM, Abb. 
3-14) erklären. Da der Zeitraum von Zellaufschluss bis zur Beladung der Ni(II)- Sepharose-
Säule im größeren Maßstab deutlich zunimmt (wenige Minuten bis mehrere Stunden), unterlag 
DP1A möglicherweise einem Abbau durch Proteasen. Dieses Ergebnis war aus zwei Gründen 
unerwartet. Zum einen wurde beim Protein-Design auf die Vermeidung von Proteaseschnitt-
stellen (für die Arbeit in E. coli) geachtet und zum anderen wurde ein Protease-Inhibitor-Cock-
tail (cOmpleteTM, EDTA-frei, Roche) verwendet und bis zur Auftragung auf die IMAC auf Eis 
gearbeitet. 
Da für die geplanten materialwissenschaftlichen Untersuchungen (Kap. 3.3, S. 90) und die Te-
stung der Bindeeigenschaften die intakten Designer-Proteine mit der Kombination aus adhä-
siven und kohäsiven Sequenzblöcken getestet werden sollten, wurde eine Vielzahl von Expe-
rimenten durchgeführt, um eine Lösung für diese Abbauproblematik von DP1A/B zu finden. 
Dafür wurden verschiedene Ansätze getestet, wie die Untersuchung verschiedener Protease-
Inhibitoren: PMSF [Brungardt et al., 2020], cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail von Roche 
[Nallamsetty und Waugh, 2007], Protease Inhibitor Mix III von Genaxxon [Genaxxon, 2015], 
1 M KCl [Ayyash et al., 2013], sowie der Aufschluss und die Reinigung unter denaturierenden 
Bedingungen (Harnstoff und Guanidiniumchlorid) [Haneskog, 2006]. Die Ergebnisse dieser 
Experimente lassen sich wie folgt zusammenfassen. Die Zugabe von 1 M Kaliumchlorid zur 
Inhibierung von Proteaseaktivität während des Zellaufschlusses zeigte das beste Ergebnis. 
Die Zielproteine DP1A/B waren im Rohextrakt unter Verwendung eines Puffers mit der ent-
sprechenden KCl-Konzentration bis zu 24 h auf Eis stabil. Dieses Resultat deutet auf proteo-
lytischen Abbau des Zielproteins hin. Dennoch kam es unter Verwendung von KCl in den Puf-
fern auch während der chromatografischen Reinigung zum Abbau von DP1A/B. Trotz ver-
schiedener weiterer Versuche konnte die Fragmentierung im Verlauf der Proteinaufarbeitung 
unter verschiedenen Bedingungen mittels Chromatografie und Dialyse nicht vollständig unter-
bunden werden. Auch eine umfangreiche massenspektrometrische Analyse konnte keine Auf-
klärung des Abbaus erbringen. Zusätzlich erfolgten Untersuchungen zur Hitzefällung und Ace-
ton-Extraktion als alternative Aufarbeitungsmethoden zur Vermeidung des Abbaus. Jedoch 
führten diese Experimente auch nicht zur Gewinnung von Volllängen-DP1A (Daten nicht ge-
zeigt). 
Da die Fragmentierung der DP1 während der chromatografischen Reinigung im größeren 
Maßstab im Rahmen dieser Arbeit nicht unterbunden werden konnte, wurde im Anschluss das 
Inverse transition cycling (ITC) als Methode untersucht (Kap. 3.2.3.2.2, S. 74).  

3.2.3.2.2 Reinigung der DP1-Proteine mittels Inverse transition cycling 
Als  alternative Reinigungsstrategie der DP1-Proteine wurde das Inverse transition cycling 
(ITC) getestet. DP1A/B enthalten als kohäsiven Block ein Elastin-ähnliches Polypeptid (ELP). 
Das ITC-Verfahren wird klassisch zur Reinigung ELP-haltiger Zielproteine genutzt, um diese 
spezifisch von den anderen Wirtsproteinen abzutrennen (Kap. 1.4.2.1, Abb. 1-13, S. 21). Für 
die Reinigung wurde das Protokoll basierend auf der Arbeit von Meyer und Chilkoti [Meyer und 
Chilkoti, 2002] verwendet. Zu Beginn wurden verschiedene Bedingungen in Vorversuchen un-
tersucht, um daraus die beste Kombination für die Reinigung der DP1 mittels ITC zu ermitteln. 
Als Basispuffer wurde ein Natriumphosphat-basierter Puffer verwendet: 100 mM NaH2PO4, 
10 mM TRIS, 300 mM NaCl (pH 8,0). Der reversible Übergang von ELP bei einer bestimmten 
Temperatur (Tt) kann durch die Auswahl des Salzes und dessen Konzentration im Ansatz 
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sowie durch die Temperatur der Lösung kontrolliert werden [MacEwan et al., 2014]. Die Expe-
rimente zur Auswahl des Salzes zeigten, dass der Übergang in den DP1 auch durch Zugabe 
von KCl zum Basispuffer während des ITC stattfindet und KCl für die weiteren Analysen ver-
wendet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus zeigte KCl einen positiven Effekt 
auf die Inhibierung von Proteasen im Rohextrakt. Die Analyse des Reinigungsverlaufs erfolgte 
mittels SDS-PAGE und die Proteinkonzentration aller Proben im Reinigungsverlauf wurde mit-
tels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2, S. 43) bestimmt. Die Ergebnisse der Vorversuche zur Über-
gangstemperatur (Tt), Ionenstärke (KCl-Konzentration), Inkubationsdauer bei Tt und die Dauer 
der Zentrifugation bei Tt sind tabellarisch im Anhang (Tabelle 8-7) zusammengefasst. Daraus 
ergab sich die beste Kombination für den vollständigen thermischen Übergang der DP1. Der 
Versuchsablauf ist in Kap. 2.2.5.2 (S. 42) beschrieben. 
Das Ergebnis der Reinigung aus 1,5 g BFM ist für beide Zielproteine zusammenfassend in 
Abb. 3-15 A dargestellt. In der finalen Probe (Spur 2 und 3) war eine Doppelbande auf Höhe 
der Zielproteine (DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa) zu erkennen. Zusätzlich wurde ein Protein 
mit einer elektrophoretischen Größe von ~ 38 kDa detektiert, das mittels ITC angereichert 
wurde. Anhand der Bandenintensität in der SDS-PAGE ließ sich davon ableiten, dass es sich 
nur um einen geringen Anteil am Gesamtprotein handelt. In der Western-Blot-Analyse der fi-
nalen Probe wurde ein positives Signal auf Höhe des Zielproteins detektiert, jedoch nicht bei 
38 kDa (Daten nicht gezeigt). Der vollständige Reinigungsverlauf aus 1,5 g BFM ist beispiel-
haft für DP1B dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-13, S. 179). 
Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte eine Maßstabsvergrößerung für die Reinigung bei-
der DP1-Proteine. Insgesamt waren die Aufarbeitungszyklen kongruent zum kleinen Maßstab 
mit dem signifikanten Unterschied, dass die Zielproteinbande geringer wurde. Mit zunehmen-
der E. coli BW3110 Biofeuchtmasse und der damit einhergehenden verlängerten Dauer des 
ITC-Verfahrens, war in der Zielprotein-enthaltenden Fraktion sowohl in der Aufarbeitung aus 
8 g als auch aus 500 g BFM hauptanteilig eine Bande bei 38 kDa zu erkennen (Abb. 3-15A). 
Vergleichend zu den Ergebnissen zur Reinigung aus 1,5 g BFM zeigte bereits die Maßstabs-
vergrößerung zur Aufarbeitung aus 8 g BFM, dass das Bandenverhältnis deutlich verschoben 
ist (DP1A: Spur 5; DP1B: Spur 7). Ähnlich wie bei der chromatografischen Reinigung 
(Kap. 3.2.3.2.1, S. 70) scheint der Abbau stark vom Maßstab und der Dauer der Aufarbeitung 
abhängig zu sein. In der SDS-PAGE-Analyse war die Zielproteinbande auf Höhe von 
ca. 57 kDa kaum sichtbar. In der Reinigung aus 500 g BFM war nach dem ITC-Verfahren nur 
ein Produkt auf ca. 38 kDa nachzuweisen (Abb. 3-15A, DP1A: Spur 9; DP1B: Spur 10).  
Es war demnach davon auszugehen, dass es sich bei dem angereicherten Protein mit einer 
Größe von ~ 38 kDa um eine verkürzte DP1-Variante handelt, die aufgrund des Verhaltens im 
ITC eine ELP-Sequenz enthält. Zur Verifizierung dieser Hypothese und um auszuschließen, 
dass es sich um ein E. coli-eigenes Protein handelt, erfolgte eine massenspektrometrische 
Analyse der finalen Proben. Die MS-Daten bestätigten, dass es sich bei den gereinigten 
38 kDa-Fragmenten um verkürzte DP1-Varianten handelt (DP1A: Abb. 3-18 A, S. 82; DP1B: 
Kap. 8.1.1, Abb. 8-1, S. 168). In der WB-Analyse (Abb. 3-15B) war im Gegensatz zur Aufar-
beitung aus 8 g BFM (DP1A: Spur 2; DP1B: Spur 4) für das Produkt des ITC aus 500 g BFM 
kein Signal für DP1A (Spur 3) und DP1B (Spur 5) nachweisbar. 
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Abb. 3-15 Reinigung der DP1-Proteine aus 1,5 g bis zu 500 g E. coli Biofeuchtmasse (BFM) mittels 
Inverse transition cycling (ITC) 
A – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung aus dem Reinigungsverlauf von 
DP1A/B mittels ITC. Übersicht der gereinigten DP1 und deren Fragmente in unterschiedlichen Aufar-
beitungsmaßstäben. Durch Maßstabserhöhung (Reinigung aus mehr Biofeuchtmasse) verändert sich 
das Bandenmuster der gereinigten DP1. B –Western-Blot der finalen Proben R3 DP1A/B aus den Auf-
arbeitungen aus 8 g und 500 g BFM im Vergleich. C – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer 
Auftrennung der Proben aus der Aufarbeitung der DP1A-Variante aus 500 g BFM mittels ITC. Gezeigt 
ist der gesamte Reinigungsverlauf. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, 
Thermo Scientific oder im WB PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific), RE –Rohextrakt, P 
– Unlösliche Fraktion/Zellpellet, ÜSn – Überstand nach n-ten Zyklus (enthält E. coli-eigene Proteine), Un 
– Unlösliche Fraktion nach n-ten Zyklus (enthält E. coli-eigene Proteine), Rn – Resolubilisiertes Pellet 
nach n-ten Zyklus (enthält Zielproteine DP1A/B), ZP – Zielprotein. Auftragung: 20 µg RE und der Proben 
des 1. Zyklus, 10 µg der Proben des 2. Zyklus, 3 µg der Proben des 3. Zyklus und 5 µL Marker. Die 
Größe der zu erwartenden Zielproteine (theoretisches Molekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 
57,4 kDa) sowie der DP1A/B-Varianten (ca. 38 kDa) sind gekennzeichnet. 
 

Nachfolgend wurden verschiedene Strategien getestet, um dem Abbau der DP1-Proteine wäh-
rend der Reinigung mittels ITC entgegenzuwirken. Im Laufe der experimentellen Untersuchun-
gen erfolgte die Übertragung auf ein anderes Puffersystem (3-Komponentenpuffer: 50 mM 
TRIS, 25 mM MES, 25 mM Na-Acetat), um das ITC bei verschiedenen pH-Werten zu testen. 
Der Einfluss des pH-Wertes wurde sowohl mit mechanischem als auch enzymatischem Zell-
aufschluss mittels Lysozymverdau nach einmaligem Gefrier-Tau-Zyklus untersucht. Unabhän-
gig vom pH-Wert wurde mittels mechanischem Aufschluss ein Proteingemisch (Banden auf 
der Höhe von ca. 38 und 42 kDa) isoliert (Daten nicht gezeigt). Das beste Ergebnis im Hinblick 
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auf Bandenreinheit konnte aus der Kombination von enzymatischem Zellaufschluss mit einem 
pH-Wert zwischen 7,0 – 8,0 erzielt werden. Dabei wurde die Proteinbande bei 38 kDa ange-
reichert. Aus diesem Grund blieben die experimentellen Bedingungen für die weiteren Aufar-
beitungen bestehen (Kap. 2.2.5.2, S. 42). Zusammenfassend zeigten diese Experimente, 
dass beide DP1-Proteine unabhängig vom pH-Wert des Puffers und der verwendeten Auf-
schlussmethode fragmentiert werden. Auch die erneute Untersuchung verschiedener Pro-
tease-Inhibitoren (PMSF, cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail von Roche, Protease Inhi-
bitor Mix III von Genaxxon) konnte den Abbau von DP1A/B nicht unterbinden. 
Der ITC-Gesamtprozess für die Aufarbeitungen aus 500 g E. coli BW3110 BFM ist beispielhaft 
für die DP1A-Variante gezeigt (Abb. 3-15C, S. 76). Der Rohextrakt (RE) wurde auf 40 °C er-
wärmt, um den reversiblen Temperaturübergang der DP1-Proteine im ITC zu erzeugen. Im 1. 
ITC-Zyklus konnten Kontaminationen im Überstand (ÜS1, Spur 3) von den DP1-Proteinen ab-
getrennt werden. Nach Resolubilisieren und erneuter Zentrifugation der Pelletfraktion wurden 
weitere Wirtszellproteine im unlöslichen Anteil separiert (U1, Spur 5) während das Zielprotein 
resolubilisierbar war (R1, Spur 4). Neben einigen Verunreinigungen war bereits eine distinkte 
Bande auf Höhe von ca. 38 kDa für beide Proteinreinigungen zu erkennen. Nach dem 2. ITC-
Zyklus verblieben E. coli-eigenen Proteine im Überstand (ÜS2, Spur 6). Weitere unlösliche 
Kontaminationen wurden nach erneuter Zentrifugation abgetrennt (U2, Spur 8). In der Zielpro-
tein-enthaltenden Fraktion (R2, Spur 7) war hauptanteilig die Bande bei 38 kDa zu erkennen. 
Zusätzlich erfolgte im 3. ITC-Zyklus ein Pufferwechsel in 10 mM NH4-Acetat (pH 5,0) in Vor-
bereitung auf die Lyophilisation (R3, Spur 9). Dieser Schritt verlief ohne Verlust an Zielprotein 
(U3, Spur 10). Die Ergebnisse für die DP1B-Variante waren vergleichbar. In den finalen Ziel-
protein-enthaltenden Fraktionen (R3) war die Bande bei 38 kDa sichtbar (Abb. 3-15A, S. 76, 
DP1A: Spur 9, DP1B: Spur 10). 
Zusammenfassend war es nicht möglich die Fragmentierung von DP1A/B während der Reini-
gung mittels ITC zu verhindern. Für die Entscheidung, ob mit diesem Konstrukt in zukünftigen 
Experimenten weitergearbeitet werden sollte, war ein Nachweis von Mfp-3-Sequenzanteilen 
in den verkürzten DP1-Varianten notwendig. Aus der Literatur war bekannt, dass auch kurze 
Mfp-Peptide gute adhäsive Eigenschaften zeigen können [Li et al., 2017; Numata und Baker, 
2014; Yamamoto et al., 2000; Yu und Deming, 1998]. Aus diesem Grund kann eine verkürzte 
DP1-Variante mit modifizierbaren Mfp-Anteilen (Tyr) ebenfalls gute Klebeeigenschaften zei-
gen. Dabei bleibt die Grundidee zum Design eines neuartigen proteinogenen Bindemittels aus 
adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken (Kap. 1.3, S. 9) erhalten.  
Zur weiteren Bearbeitung der DP1-Proteine war demnach eine genaue Kenntnis der Fragmen-
tierungsmuster notwendig. Zudem sollte untersucht werden, ob es sich um ein homogenes 
Proteinkonstrukt oder ein Proteingemisch mit zufälligen Termini handelt. Dafür wurde eine N-
terminale Sequenzierung nach Edman mit Bestimmung der ersten fünf Aminosäuren (AS) für 
die DP1-Proteine durchgeführt. Für die Analyse des N-Terminus wurden Proben aus jeweils 
drei unabhängigen Reinigungen der DP1-Varianten von einem externen Anbieter (Proteome 
Factory AG) analysiert. Die Proteine wurden zuvor in 50 mM NH4-Acetat (pH 5,0) überführt. In 
der Analyse wurde der tatsächliche N-Terminus für beide Zielproteine an Position 163 identi-
fiziert (Tabelle 3-5). Basierend auf diesen Ergebnissen ergeben sich folgende theoretischen 
Molekulargewichte (MW): DP1A-Variante 39,3 kDa und DP1B-Variante 38,8 kDa. Die detek-
tierten Fragmente haben ein MW, welches dem Laufverhalten in der SDS-PAGE entspricht. 
Interessanterweise deutet die Schnittstelle auf einen Trypsin-ähnlichen Verdau (zwischen ba-
sischen AS) hin. Da es in der Sequenz der Muschelfußproteine (Mefp-3 und Mgfp-3) jedoch 
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mehrere potenzielle Schnittstellen für ein Trypsin-ähnliches Enzym gibt, scheint diese Schnitt-
stelle für eine unbekannte Protease exponiert zu sein. 

Tabelle 3-5 Resultate der N-terminalen Sequenzierung nach Edman sowie Bestimmung und Ver-
gleich der Proteinparameter der DP1-Varianten mittels ProtParam. 

Zielprotein MW (kDa) pI N-Terminus (Edman-Seq.) 
DP1A 57,9 9,84 (R162)↓R163G164K165Y166W167 
DP1B 57,4 9,85 (R162)↓K163Y164Y165G166G167 

 

Da die Schnittstelle in der Mfp-3-Sequenz lag, war davon auszugehen, dass dieser Sequenz-
teil auch eine mögliche Substratsequenz im C-terminalen Bereich der DP1-Proteine sein kann. 
Aus diesem Grund wurde eine C-terminale Sequenzierung der DP1A-Variante mittels ISD/T3-
MS-Analyse in Auftrag gegeben (Kap. 8.1.2.1.1.2.4, S. 170). Nach der Bestimmung des N-
Terminus durch die Edman-Sequenzierung (Tabelle 3-5, S. 78) wurde die durchschnittliche 
Masse (Maverage) der DP1A-Variante zunächst auf 39338,50 Da berechnet (Peptide Mass Cal-
culator). Mittels MADLI-TOF-MS wurden die intakten Massen (engl. Intact mass) der DP1A-
Variante bestimmt. Die Analyse ergab eine monoisotopische Masse von 34854,8 Da (Abb. 
3-18 A, S. 82). Daraus ließ sich im Durchschnitt eine Massendifferenz von - 4481,7 Da bestim-
men und unterstütze die Hypothese weiterer Fragmentierung. Bei der Analyse mittels in-
source decay (ISD) (Kap. 8.1.2.1.1.2.4, S. 170) konnte dann bestätigt werden, dass auch der 
C-Terminus der DP1A-Variante verkürzt vorliegt. Die Ergebnisse sind dem Anhang zu entneh-
men (Kap. 11, Abb. 11-6 und Tabelle 11-2). Die detektierte Schnittstelle, -PPR↓RYG-, liegt 
ebenfalls wie bei der N-terminalen Fragmentierung zwischen zwei basischen Aminosäuren 
(AS). Die ermittelte Proteinsequenz aus den Ergebnissen der Edman-Sequenzierung 
(Kap. 3.2.3.2.2, Tabelle 3-5, S. 78) und der ISD/T3-Analyse der DP1A-Variante ist in Abb. 3-16 
schematisch dargestellt. Anhand dieser Ergebnisse ergibt sich für die DP1A-Variante eine 
neue theoretische monoisotopische Masse von 34855,23 Da, welche der Masse aus der 
MALDI-TOF/TOF-Messung (Abb. 3-18 A und Tabelle 3-7) entspricht. Die gereinigte DP1A-
Variante enthält somit nur vier Tyr, die potenzielle Hydroxylierungsstellen der His6-mTyr dar-
stellen. Dieses Ergebnis war unerwartet, weil in der Einzelsequenz von Mefp-3 keine Frag-
mentierung nachweisbar war und das intakte Protein mittels MALDI-MS nachgewiesen werden 
konnte (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11, S. 67).  
Basierend auf den Ergebnissen der Edman-Sequenzierung und der massenspektrometri-
schen Analyse erfolgte eine detaillierte Recherche zu einer Trypsin-ähnlichen Protease in 
E. coli, die für die spezifische Fragmentierung innerhalb der DP1-Proteine verantwortlich sein 
könnte. Dabei wurde die Protease II (ptrB) als potenzieller Kandidat identifiziert. Es handelt 
sich um eine endogene Serin-Protease, die nach Lys- und Arg-Resten (P1) innerhalb der Po-
lypeptidkette schneiden kann [Kanatani et al., 1991]. Befindet sich ein Pro an Position P1‘ oder 
P2‘, ist die Protease nicht aktiv. Im Allgemeinen ist zu der Protease II wenig bekannt und ihre 
Funktion ist bisher noch nicht vollständig geklärt [Mattiuzzo et al., 2014]. Die ptrB wird nicht 
durch PMSF inhibiert, welches in der Aufarbeitung von DP1A/B eingesetzt wurde 
(Kap. 2.2.5.2, S. 42). Untersuchungen der Protease zeigten, dass die Aktivität z.B. durch 1 mM 
Tosyl-L-lysinchloromethylketon (TLCK) oder 1 mM Diisopropylfluorphosphat (DFP) gleicher-
maßen inhibiert werden kann [Pacaud und Richaud, 1975; Tsuru und Yoshimoto, 1994]. Aus 
diesem Grund wurde eine Reinigung von DP1A durchgeführt, bei dem im Resuspensionspuf-
fer 1 mM PMSF und beispielhaft 1 mM DFP eingesetzt wurde. Zudem wurde ein Stabilitätstest 
des Rohextraktes (RE) bei Raumtemperatur mit und ohne 1 mM DFP im Resuspensionspuffer 
durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Experimente sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, 
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Abb. 8-14 A, Abb. 8-14 B, S. 180). Die SDS-PAGE- und Western-Blot-Analysen der beiden 
Versuche zeigten, dass die Fragmentierung nicht durch die Zugabe von DFP verhindert wer-
den konnte. Diese Resultate deuten darauf hin, dass ptrB nicht für die Fragmentierung verant-
wortlich zu sein scheint. 
Auf der Suche nach einem Lösungsansatz, lag der einzige Unterschied in den ausgewählten 
Produktionsstämmen zur heterologen Produktion. Mefp-3 wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS 
und DP1A/B in E. coli BW3110 rekombinant hergestellt (Tabelle 2-7, S. 29). Aus dem Ver-
gleich beider Organismen ergibt sich folgender Unterschied: in E. coli BL21 (DE3) pLysS sind 
zwei Schlüsselproteasen, OmpT und Lon, deletiert. Das Fehlen der Proteasen soll generell 
den Abbau heterologer Proteine reduzieren [Studier und Moffatt, 1986]. Bei einer, aufgrund 
der Fragmentierungsproblematik der DP1-Proteine durchgeführten, genaueren Analyse dieser 
Proteasen im Hinblick auf ihre Substratspezifität zeigte sich, dass ein Einfluss auf die Frag-
mentierung möglich gewesen wäre. Während die Lon-Protease aufgrund ihres Abbauverhal-
tens nicht infrage kommt [Kuroda et al., 2001; Lee und Suzuki, 2008], ergab die Recherche, 
dass die Membran-gebundene Protease OmpT eine Spezifität für das -RvR- Sequenzmotiv 
(Abb. 3-16) zeigt [McCarter et al., 2004]. Demnach könnte diese Protease eine Ursache für 
den Abbau sein. Basierend auf diesen Erkenntnissen erfolgte ein Stammwechsel und DP1A 
wurde in E. coli BL21 (DE3) pLysS produziert (Kap. 8.2, Abb. 8-15, S. 180). Aus diesen Ver-
suchen lässt sich die Protease OmpT als Ursache des Abbaus von DP1A ausschließen. Auch 
der Wechsel des Produktionsstammes konnte die Fragmentierung des Zielproteins nicht ver-
hindern (Kap. 8.2, Abb. 8-16, S. 181). Somit wurde für die weiteren Aufarbeitungen der DP1-
Proteine die Biomasse von E. coli BW3110 verwendet.  

 

Abb. 3-16 Ursprüngliche Aminosäuresequenz von DP1A mit den durch Edman-Sequenzierung 
und ISD/T3-Sequenzierung ermittelten Proteintermini der DP1A-Variante 
Schematische Darstellung der Aminosäuresequenz von DP1A bestehend aus vier Protein-Blöcken des 
in Kap. 1.3 (S. 9) vorgestellten Baukastensystems: SUMO-tag (orange), GGGGS-Linker (grau), Mefp-3 
als adhäsiver Block (grün) und ELP als kohäsiver Block (blau). Zusätzlich sind in der Abbildung die 
Schnittstellen gezeigt, die N-terminal aus der Edman-Sequenzierung sowie der C-terminal aus der 
ISD/T3-Sequenzierung mittels MS bestimmt wurden. Die verkürzte Sequenz ergibt die finale Aminosäu-
resequenz der DP1A-Variante mit einer monoisotopischen Masse von 34855,23 Da (bestimmt mit dem 
Peptide Mass Calculator). Die potenziellen Hydroxylierungsstellen Y4, Y416, Y417, Y421 innerhalb der Pro-
teinsequenz für die mikrobielle Tyrosinase (His6-mTyr) sind gekennzeichnet (Yx). 
 

Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel die Reinigung einer verkürzten DP1A/B-Variante 
zur Homogenität mit Hilfe des ITC-Verfahrens gezeigt. Es wurden diverse Ansätze zur Ver-
meidung der Fragmentierung von DP1A/B getestet, jedoch ohne Erfolg. Die generierte 
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DP1A/B-Variante kann aus der Kombination von enzymatischem Zellaufschluss mittels 
Lysozym nach einem Gefrier-Tau-Schritt und Verwendung eines Puffersystems bei pH 8,0 re-
produzierbar erhalten werden. Zusätzlich konnten durch eine N-terminale Sequenzierung nach 
Edman und durch die C-terminale Sequenzierung mittels MALDI-MS die vorliegenden Termini 
eindeutig bestimmt werden. Beide DP1-Varianten werden innerhalb der Mfp-3-Sequenz spe-
zifisch zwischen zwei basischen Aminosäuren geschnitten. Die Untersuchungen mit dem ptrB-
spezifischen Inhibitor DFP (Kap. 8.2, Abb. 8-14, S. 180) zeigten keine Verbesserung der Frag-
mentierungsproblematik, was die Schlussfolgerung erlaubt, dass ptrB nicht proteolytisch auf 
DP1A wirkt. Auch die Membran-gebundene Protease OmpT konnte durch den Wechsel zu 
einem E. coli Stamm ohne aktive OmpT für die heterologe Produktion von DP1A als Ursache 
für den Abbau ausgeschlossen werden (Kap. 8.2, Abb. 8-15, und Abb. 8-16, S. 181). Im Rah-
men der vorgelegten Arbeit konnte trotz der Untersuchung verschiedener Strategien keine Lö-
sung der Fragmentierungsproblematik gefunden werden. 
 

Dennoch enthalten die DP1-Varianten adhäsive Mfp-3-Sequenzanteile des ursprünglichen 
Designs (Kap. 3.1.1.2, S. 52), deren Tyrosine mittels der His6-mTyr zu DOPA hydroxyliert wer-
den können. Da bereits ausreichend Biomasse und Zielprotein zur Verfügung stand, sollten 
demnach die verkürzten DP1-Varianten funktionell charakterisiert und deren Bindemitteleigen-
schaften untersucht werden (Kap. 3.3, S. 90). Die Proteinausbeuten der Aufarbeitungen im 
großen Maßstab, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden, sind in Tabelle 3-6 zu-
sammengefasst. Durchschnittlich konnten pro Ansatz ~ 300 mg DP1-Variante aus ca. 550 g 
BFM gewonnen werden. Nach der Lyophilisation wurde der Proteinpuder (weiß-beige, flockig) 
bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 

Tabelle 3-6 Resultate der Aufarbeitungen der DP1-Varianten mittels Inverse transition cycling 
(ITC) aus ca. 500 – 600 g E. coli BW3110. Ausbeuten beziehen sich auf die Proteinmenge pro 
eingesetztem Gramm Biofeuchtmasse (BFM). Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-
Assay bestimmt. 

Zielprotein Experiment Eingesetzte 
BFM (g) 

Gesamtprotein-
menge nach Rei-

nigung (mg) 

Protein-
ausbeute 

(mgProtein/gBFM) 
DP1A-Variante 1 599 369 0,62 
 2 500 254 0,51 
DP1B-Variante 1 497 245 0,50 
 2 600 360 0,60 

3.2.3.3 In vitro Modifikation der DP1-Varianten mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase 
Zur funktionellen Charakterisierung der modifizierten Designer-Proteine sollten die DP1-
Varianten mit der in Kap. 3.2.1.2 (S. 54) rekombinant hergestellten mikrobiellen Tyrosinase 
(His6-mTyr) modifiziert werden. In Kap. 3.2.2.3 (S. 64) wurde bereits die Hydroxylierung zu 
DOPA in die adhäsiven Einzelblöcke (Mfp-3) gezeigt. Der Nachweis der entsprechenden 
in vitro Modifikation der Tyr innerhalb der Designer-Proteine ist für die weitere Charakterisie-
rung und Verwendung essentiell. Die zwei bereits beschriebenen Nachweismethoden NBT-
Färbung (Kap. 3.2.2.3.1, S. 64) und MALDI-TOF-MS (Kap.  3.2.2.3.2, S. 65) wurden entspre-
chend für die DP1-Varianten eingesetzt. Die Ergebnisse beider Analysemethoden sind in den 
folgenden Kapiteln dargestellt. 

3.2.3.3.1 Qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Färbung  
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Die Reaktionsbedingungen für die Modifikation der DP1-Varianten sind in Kap. 2.2.6.4.2 
(S. 46) beschrieben. In dem SDS-PA-Gel ist für beide Proteinvarianten ist eine distinkte Bande 
vor (Abb. 3-17 A, DP1A-Variante, Spur 1; DP1B-Variante, Spur 4) und nach der Modifikations-
reaktion (DP1A-Variante, Spur 2; DP1B-Variante, Spur 5) bei ca. 38 kDa zu erkennen. In Abb. 
3-17 B ist der NBT-Blot gezeigt und es ließ sich sowohl für die DP1A-Variante (Spur 4) als 
auch für die DP1B-Variante (Spur 6) DOPA nachweisen. Für beide Proteine ist auf der zu 
erwartenden Höhe eine blau-violett gefärbte Bande zu sehen. In den Proben vor der Modifika-
tionsreaktion (DP1A-Variante, Spur 3; DP1B-Variante, Spur 5), sowie für die Kontrollreaktion 
mit His6-mTyr ohne Substrat (K, Spur 2) ist hingegen kein Signal detektierbar. Durch die Hyd-
roxylierung zu DOPA kann es zwischen den Protein-Molekülen zu verstärkten intermolekula-
ren Interaktionen kommen. Dies könnte eine Erklärung für die leicht verschmierten Banden 
sein (Abb. 3-17 B).  

 
Abb. 3-17 Modifikation der DP1-Varianten und qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-
Färbung 
SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefärbter Western-Blot (B) vor und nach Modifikation der DP1A-
Varianten mit der mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) bei 25 °C für 5 h. M – Marker, (-) – vor Reaktion 
mit der His6-mTyr, mod. – modifizierte Proteinvariante nach enzymatischer Reaktion, C – Kontrollreak-
tion, His6-mTyr inkubiert bei 25 °C für 5 h ohne Substrat. Aufgetragen wurden 5 µg Protein und 5 µL 
Marker. Die DP1A-Varianten sind gekennzeichnet (ca. 38 kDa). 
 
Im Anschluss erfolgte ein weiterer Inverse transition cycling (ITC) – Schritt, um His6-mTyr vom 
Zielprotein zu trennen. Während des inversen Temperaturübergangs bei 40 °C verbleibt die 
His6-mTyr im Überstand und die modifizierten DP1-Varianten im Pellet. Die Zielproteine wur-
den in 10 mM NH4-Acetat (pH 5,0) resolubilisiert, lyophilisiert und bis zur weiteren Untersu-
chung bei - 20 °C gelagert. Der Puder der modifizierten DP1-Proteine war cremeweiß und wies 
eine Woll-ähnliche Konsistenz auf. 

3.2.3.3.2 Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels Massenspektrometrie 
Für die quantitative Analyse der Inkorporation von DOPA innerhalb der DP1A-Variante wurde 
eine MALDI-TOF/TOF-Analyse durchgeführt (Kap. 2.2.6.4.4, S. 47). Aus den Ergebnissen zur 
massenspektrometrischen Untersuchung des adhäsiven Einzelblocks Mefp-3 in Kap. 3.2.2.3.2 
(S. 65) war bereits bekannt, dass die mikrobielle Tyrosinase (His6-mTyr) in der Lage ist zehn 
Hydroxylierungen in Mefp-3 einzufügen. Nach der Bestimmung des N-Terminus durch die Ed-
man-Sequenzierung und des C-Terminus mittels ISD/T3-MS-Analyse (Abb. 3-16, S. 79) wurde 
die durchschnittliche Masse (Maverage) der DP1A-Variante auf 34855,23 Da berechnet. Die 
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gereinigte DP1A-Variante enthält somit vier Tyr, die potenzielle Hydroxylierungsstellen der 
His6-mTyr darstellen. Mittels MADLI-TOF-MS wurden die intakten Massen (engl. Intact mass) 
der nicht-modifizierten und modifizierten DP1A-Variante bestimmt. Jede Hydroxylierung führt 
zu einer zusätzlichen Masse von ~ 16 Da.  

 
Abb. 3-18 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse der DP1A-Variante vor und nach der Reaktion mit der 
mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) zur Bestimmung der Anzahl eingefügter OH-Reste 
MALDI-TOF-Massenspektren der DP1A-Varianten zur Bestimmung der intakten Proteinmassen (intact 
mass analysis): A – nicht-modifiziert, B – modifizierte DP1A-Variante. Insgesamt konnten 3 – 4 ver-
schiedene Ladungszustände nachgewiesen werden. Die zugehörigen detektierten monoisotopischen 
Massen sind in Tabelle 3-7 (S. 83) aufgelistet. Die DP1A-Variante besitzt eine theoretische monoisoto-
pischen Masse von 34855,23 Da (bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). Die Analysen wurden 
von Dr. Naumann (Fraunhofer IZI) durchgeführt („Dried-droplet“-Präparation mit 70 % DHAP-Matrix, 
Reflektormodus). 
 

Bei den Analysen der nicht-modifizierten DP1A-Variante wurde eine Masse des einfach gela-
denen Molekül-Ions von 34854,8 Da detektiert (Abb. 3-18 A). Das intensivste Signal im Mas-
senspektrum bei m/z 17433,6 konnte dem zweifach geladenen (intakten) Molekül-Ion zuge-
ordnet werden. Insgesamt drei verschiedene Ladungszustände mit einer durchschnittlichen 
Masse von 34856,8 Da (SD = 5,93) konnten in dem für die DP1A-Variante aufgenommenen 
Massenspektrum gemessen werden (Tabelle 3-7, S. 83).  
Bei der massenspektrometrischen Analyse von zwei DOPA-modifizierten Proben von DP1A 
wurden im Mittel Massen von 34981,7 Da und 34951,7 Da nachgewiesen (Tabelle 3-7), was 
5 – 7 zusätzlichen OH-Resten entspricht. In Abb. 3-18 B ist beispielhaft das Massenspektrum 
der mod. DP1A-Variante einer Messung gezeigt. In dem aufgenommenen Massenspektrum 
wurden insgesamt vier verschiedene Ladungszustände beobachtet, wobei das Signal für das 
zweifach positiv geladene Molekül-Ion bei m/z 17483,9 die höchste Intensität aufwies (Tabelle 
3-7, S. 83). Aus der Massendifferenz zur nicht-mod. DP1A-Variante mit m = 75,1 Da ergab 
sich eine Anzahl von ~ 5 Hydroxylierungen. Da nur vier Tyr in der Sequenz der DP1A-Variante 
vorkommen, ist eine weitere Hydroxylierung von DOPA zu TOPA (3,4,5-Trihydroxyphenylala-
nin) denkbar. Diese Hypothese wurde bereits bei den massenspektrometrischen Analysen von 
Mefp-3 aufgestellt. Die Untersuchungen von unlöslichen Mefp-3 (Pellet) zeigten neben den 
potenziell 10 Hydroxylierungen zwei weitere um 16 Da größere Massen, was das Vorhanden-
sein von TOPA vermuten ließ (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11 C, S. 67). In der Literatur wurde be-
reits beschrieben, dass Tyr-enthaltene Muschelpeptide von DOPA zu TOPA mit Hilfe der Pilz-
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Tyrosinase hydroxyliert werden können [Burzio und Waite, 2002; Numata und Baker, 2014]. 
Für mikrobielle Tyrosinase aus V. spinosum wurde TOPA bislang noch nicht nachgewiesen. 
Zusammenfassend sind die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF MS-Messungen der nicht-mod. 
und mod. DP1A-Variante in Tabelle 3-7 aufgelistet. 

Tabelle 3-7 Übersicht der detektierten Massen der DP1A-Varianten aller Ladungszustände mit-
tels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse (Die theoretische Maverage der DP1A-Variante beträgt 
34876,64 Da (bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). Alle Angaben sind in Dalton (Da). 

Protein 
 

DP1A-Variante mod. DP1A-Variante 
(1) 

mod. DP1A-Variante 
(2) 

Ladungszustand m/zobser-

ved 
MAvg., exp. m/zobserved MAvg. exp. m/zobserved MAvg., exp. 

(M+H)+ 34854,8 34853,8 34980,9 34979,9 34961,7 34960,7 
(M+2H)2+ 17433,6 34865,1 17498,7 34995,3 17483,9 34965,8 
(M+3H)3+ 11618,2 34851,6 11659,8 34976,4 11651,7 34952,1 
(M+3H)4+   8744,8 34975,1 8733,1 34928,3 
Durchschnittliche 
Masse 

 34856,8  34981,7  34951,7 

Standardabwei-
chung 

 5,93  8,08  14,38 

Entspricht folg. An-
zahl an OH-
Gruppen 

 -  7,8  5,9 

 

Zusätzlich zur quantitativen Bestimmung der Hydroxylierungen wurde eine ISD-/T3-
Sequenzierung zur Identifizierung der Hydroxylierungsstellen in der modifizierten DP1A-
Variante durchgeführt. Die Masse des intakten Molekül-Ions betrug 34960,9 Da. Auch in die-
sem Experiment zeigte sich eine Massenzunahme von 83,3 Da. Wie in den zuvor gezeigten 
Analysen zur Modifikation der DP1A-Variante (Tabelle 3-7, S. 83) konnte eine Anzahl von fünf 
Hydroxylierungen bestätigt werden. Da nur vier Tyr in der Sequenz vorkommen, ist diese Mas-
sendifferenz vermutlich auf die Modifikation zu 3x DOPA und 1x TOPA zurückzuführen. Die 
Ergebnisse der ISD-/T3-Sequenzierung stützen diese Hypothese. Die Messungen zeigten, 
dass alle Tyr (Y4, Y416, Y417, Y421) hydroxyliert wurden. Das N-terminale Tyr an Position Y4 weist 
vermutlich eine zweite Hydroxylierung (zu TOPA) auf, da andernfalls das ISD-Spektrum nicht 
annotiert werden konnte. Die Ergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen (Kap. 11, Abb. 11-7 
und Tabelle 11-3). Durch die Modifikation mit His6-mTyr wurden, wie bereits für Mefp-3 gezeigt, 
Proteinspezies mit einer unterschiedlichen Anzahl an OH-Resten in der DP1A-Variante pro-
duziert. Die Komplexität der generierten Fragmentspektren resultiert in das Vorhandensein 
von Mischungen isobarer Proteoformen. Aus diesem Grund konnte im Rahmen dieser Arbeit 
die exakte Position der TOPA-Modifikation in der DP1A-Variante nicht mit Sicherheit bestimmt 
werden.  
Zusammenfassend konnte eine DP1-Variante einer Größe von ca. 35 kDa mittels ITC repro-
duzierbar aus E. coli BW3110 gewonnen werden. Die Proteintermini der DP1A-Variante konn-
ten mittels Edman-Sequenzierung (N-Terminus) und ISD/T3-Sequenzierung (C-Terminus) 
eindeutig bestimmt werden (Abb. 3-16, S. 79). Die Schnittstellen liegen zwischen zwei basi-
schen Aminosäuren (R/R oder R/K). Eine Lösung dieser Fragmentierungsproblematik als auch 
deren Ursache konnten trotz verschiedener Versuchsansätze (experimentell und in silico) im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden. Die verkürzten DP1-Varianten ent-
halten jedoch modifizierbare Mfp-3-Sequenzanteile und das N-terminale Tyr (Y4) als auch die 
drei C-terminalen Tyr (Y416, Y417, Y421) konnten erfolgreich mittels His6-mTyr zu DOPA 
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hydroxyliert werden (Abb. 3-18, S. 82). Zusätzlich bestätigte die MALDI-MS-Analyse 5 – 6 
Hydroxylierungen in der mod. DP1A-Variante. Die ISD/T3-Analyse zeigte, dass alle vier Tyr 
hydroxyliert vorlagen und es darüber hinaus zur Ausbildung von TOPA kam (Kap. 11, Abb. 
11-7 und Tabelle 11-3). 
Da aus der Literatur bekannt war, dass auch kurze Muschelfußsequenzen adhäsive Eigen-
schaften zeigen können [Li et al., 2017; Numata und Baker, 2014; Yamamoto et al., 2000; Yu 
und Deming, 1998], und in den Experimenten nachgewiesen wurde, dass die Proteinvarianten 
adhäsive und kohäsive Sequenzanteile enthalten, blieb die Grundidee zum Design eines Pro-
tein-basierten Bindemittels (Kap. 1.3.1, S. 9) erhalten. Die verkürzten DP1-Varianten wurden 
folglich für die funktionelle Charakterisierung und die materialwissenschaftlichen Untersuchun-
gen (Kap. 3.3, S. 90) eingesetzt. 
 

3.2.4 Designer-Protein 2 
Mit Designer-Protein 2 (DP2) sollte ein weiteres Protein mit einer Kombination Elastin-ähnli-
cher Sequenzen (ELP) als kohäsiven Block und dem Muschelfußprotein-3 aus Mytilus edulis 
(Mefp-3) als adhäsiven Block produziert werden. Dafür wurde die Isoform 2 des humanen Tro-
poelastin (TE) ausgewählt. Diese konnte bereits erfolgreich in größeren Mengen rekombinant 
in E. coli hergestellt werden und ein Protokoll zur schnellen und einfachen Aufreinigung über 
eine Acetonextraktion wurde etabliert [Mende, 2022]. TE hat die Eigenschaft der temperatur-
abhängigen und reversiblen Koazervation und ist demnach dem kohäsiven ELP-Block der 
DP1-Proteine funktional sehr ähnlich. Zudem enthält der TE-Teil 15 Tyr. Diese könnten neben 
den zehn Tyr im Mefp-3-Teil auch als Substrat der His6-mTyr dienen und somit den DOPA-
Anteil erhöhen. Davon ausgehend wäre ein stärkeres Adhäsions- und Kohäsionsverhalten 
denkbar.  
In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse von DP2 zur heterologen Produktion in E. coli 
(Kap. 3.2.4.1, S. 84), zur Reinigung mittels Inverse transition cycling (ITC) (Kap. 3.2.4.2, S. 85) 
sowie zur in vitro Modifikation mit der mikrobiellen Tyrosinase (Kap. 3.2.4.3, S. 87) gezeigt. 

3.2.4.1 Heterologe Produktion in E. coli 

3.2.4.1.1 Heterologe Produktion im Schüttelkolbenmaßstab 
Zu Beginn erfolgten Untersuchungen zur Expression von DP2 in E. coli. Es wurden folgende 
Produktionsparameter variiert: Stamm (E. coli KRX und E. coli BL21 (DE3) pLysS), Indukti-
onsdauer (2 – 20 h) und Induktionstemperatur (25 °C und 37 °C). Zusammenfassend wurde 
das beste Ergebnis zur Produktion von DP2 mit folgenden Parametern erzielt: Induktion mit 
1 mM IPTG, T = 37 °C, t = 2 h in E. coli BL21 (DE3) pLysS. Unter dieser Bedingung erreichte 
die Kultur eine maximale OD600 von ~ 3,8. Darüber hinaus zeigten diese Vorversuche, dass 
eine Produktion über Nacht unter den getesteten Bedingungen zum Abbau von DP2 führt und 
bei der Produktion im Bioreaktormaßstab (Kap. 3.2.4.1.2, S. 84) berücksichtigt werden muss. 
Nach 2 h Induktion war die Expression von DP2 am stärksten und mit längerer Induktionsdauer 
nahm die Intensität der Zielproteinbande ab, was auf einen Abbau des Zielproteins schließen 
lässt. Zum Zeitpunkt der Zellernte (20 h) war im SDS-PA-Gel kaum eine Expressionsbande 
für DP2 detektierbar (Kap. 8.2, Abb. 8-17, S. 181). Aus diesem Grund ist von einem proteoly-
tischen Abbau des Zielproteins über die Zeit, unabhängig von der getesteten Kultivierungs-
temperatur, auszugehen.  

3.2.4.1.2 Heterologe Produktion im Bioreaktormaßstab  
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Die Produktion von DP2  erfolgte im 15 L Maßstab in E. coli BL21 (DE3) pLysS basierend auf 
den Ergebnissen im Schüttelkolbenmaßstab (SK) (Kap. 3.2.4.1.1, S. 84), um ausreichende 
Mengen für die weiteren Untersuchungen bereitzustellen. Nachfolgend sind die Ergebnisse 
der Fermentation in Abb. 3-19 dargestellt. Die Fermentationsbedingungen sind in Kap. 
2.2.3.1.2 (S. 37) beschrieben. In Abb. 3-19 A sind die Verläufe der Offline-Daten der optischen 
Dichte (OD600) und der Glucosekonzentration gezeigt. Die Induktion mit 1 mM IPTG wurde bei 
einer OD600 von 20,6 gestartet (Zeitpunkt 1). Anschließend erfolgte nach 15 min (Zeitpunkt 2) 
und 60 min Induktion (Zeitpunkt 3) jeweils ein Glucose-Puls aus einer 10 g/L feed-Lösung für 
10 min. Nach einer Induktionszeit von 2 h erreichte die OD600 einen Wert von 32,1 und die 
Fermentation wurde beendet (Zeitpunkt 4).  

 
Abb. 3-19 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP2 in E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem 
Expressionsvektor pET28a_DP2 (KanR) im Bioreaktormaßstab 
A – Wachstumskurve und Glucoseverbrauch während der Fermentation von E. coli BL21 (DE3) pLysS 
unter der getesteten Expressionsbedingung. Zeitpunkte: 1 – 1/OD600 Probennahme vor Induktion und 
Induktion mit 1 mM IPTG, 2 – 1. Glucose-Puls (10 g/L für 10 min), 3 – 2. Glucose-Puls (10 g/L für 
10 min), 1/OD600 Probennahme nach 1 h Induktion, 4 –1/OD Probennahme 2 h Induktion und Zellernte. 
B – SDS-PA-Gel der 1/OD600-Proben vor und nach Induktion (0 h, 1 h, 2 h). C – Western-Blot Analyse 
der 1/OD600-Proben vor und nach Induktion (0 h, 1 h, 2 h). Als Kontrolle (K) wurde die 1/OD-Probe nach 
2 h Induktion der Schüttelkolbenkultivierung mitgeführt. Aufgetragen wurden 10 µL Probe und 5 µL Mar-
ker (M, PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder oder PPL, prestained Protein Ladder, 
Thermo Scientific). Das Zielprotein DP2 ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 67,3 kDa). 
 
Neben der Untersuchung des Wachstumverhaltens wurde der Erfolg der Fermentationen zur 
Produktion von DP2 mittels SDS-PAGE (Kap. 2.2.4.1, S. 39) und Western-Blot (Kap. 2.2.4.2, 
S. 40) analysiert. Anhand der 1/OD600-Proben ist zu erkennen, dass die Intensität der Zielpro-
teinbande während der Induktionsphase (Abb. 3-19 B, Spur 3 – 4) für DP2 (ca. 67,3 kDa) zu-
nimmt. Die Intensität der DP2-Bande war etwas geringer als in den Versuchen im SK (Spur 
5). Der WB bestätigte dieses Ergebnis (Abb. 3-19 C). 
Zusammenfassend wurde DP2 erfolgreich in E. coli BL21 (DE3) pLysS im 15 L Maßstab pro-
duziert. Nach Abtrennung des Fermentationsüberstandes wurden ca. 1,2 kg Biofeuchtmasse 
gewonnen, welche als Ausgangsmaterial für die nachfolgenden Untersuchungen zur Reini-
gung von DP2 diente (Kap. 3.2.4.2, S. 85). 

3.2.4.2 Reinigung von DP2 mittels ITC 
Das ITC-Verfahren konnte bereits für die Reinigung der DP1-Varianten etabliert werden 
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74). Der kohäsive Block Tropoelastin (TE) in DP2 zeigt ebenfalls die Eigen-
schaft einer temperaturabhängigen reversiblen Koazervation, welche für die Reinigung mittels 
ITC verwendet werden kann. In der Literatur wurde dieses Verhalten von TE bereits 1998 
beschrieben [Vrhovski und Weiss, 1998]. In Vorversuchen wurden zwei Puffersysteme 
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verglichen. Zu Beginn wurde der bereits etablierte Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 
300 mM NaCl, 500 mM KCl; pH 8,0), der für das ITC der DP1-Varianten verwendet wurde 
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74), eingesetzt. Jedoch lag der Hauptanteil von DP2 unter Verwendung 
dieses Puffersystems nach Zellaufschluss in der unlöslichen Fraktion vor (Daten nicht gezeigt). 
Der zweite getestete Puffer (10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0) basierte auf den Ergeb-
nissen von [Vrhovski und Weiss, 1998]. Mit diesem Puffersystem konnten deutlich bessere 
Ergebnisse erzielt werden. DP2 reicherte sich nach Zellaufschluss in der Rohextraktfraktion 
an. Aus diesem Grund wurde dieser Puffer für die Reinigung von DP2 im größeren Maßstab 
verwendet, welche im Folgenden detailliert vorgestellt wird. Die Proteinkonzentration aller Pro-
ben im Reinigungsverlauf wurde mittels BCA-Assay (Kap. 2.2.6.1.2, S. 43) bestimmt. 

 
Abb. 3-20 Reinigung von DP2 aus E. coli BL21 (DE3) pLysS mittels Inverse transition cycling 
(ITC) 
12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf 
des ITC von DP2. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), 
RE –Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet, ÜSn – Überstand nach n-ten Zyklus (enthält E. coli-
eigene Proteine), Un – Unlösliche Fraktion nach n-ten Zyklus (enthält E. coli-eigene Proteine), Rn – Re-
solubilisiertes Pellet nach n-ten Zyklus (enthält Zielprotein DP2). Es wurden 20 µg vom RE und der 
Proben des 1. Zyklus, 10 µg der Proben des 2. Zyklus, 3 µg der Proben des 3. Zyklus und 5 µL Marker 
aufgetragen. Die Größe des zu erwartenden Zielproteins DP2 ist gekennzeichnet (theoretisches Mole-
kulargewicht: 67,3 kDa).  
 

Für die Aufarbeitung wurden 100 g E. coli BL21 (DE3) pLysS Biofeuchtmasse (BFM) in 
300 mL Resuspensionspuffer (10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF; pH 8,0) aufge-
nommen und mechanisch aufgeschlossen (Kap. 2.2.3.2.1, S. 38). Die Zelltrümmer wurden 
durch Zentrifugation abgetrennt und der Rohextrakt (RE) wurde auf 40 °C erwärmt und zur 
Reinigung mittels ITC eingesetzt. Die Ergebnisse sind im SDS-PA-Gel in Abb. 3-20 dargestellt. 
Der Hauptanteil des Zielproteins befand sich nach Zellaufschluss in der löslichen Fraktion (RE, 
Spur 2). Im 1. ITC-Zyklus konnten Kontaminationen im Überstand (ÜS1, Spur 4) und in der 
unlöslichen Fraktion (U1, Spur 5) von DP2 abgetrennt werden. In der Zielprotein-enthaltenen 
Fraktion (R1, Spur 6) ist neben anderen E. coli-Proteinen, die ebenfalls bei 40 °C präzipitiert 
waren, eine distinkte Bande auf Höhe des Zielproteins (67,3 kDa) zu erkennen. Nach dem 2. 
ITC-Zyklus verblieben diese E. coli-eigenen Proteine im Überstand (ÜS2, Spur 7). DP2 konnte 
aus dem Pellet resolubilisiert werden (R2, Spur 9) während Verunreinigungen im Pellet (U2, 
Spur 8) verblieben und durch Zentrifugation abgetrennt wurden. Im 3. ITC-Zyklus erfolgte der 
Pufferwechsel in 10 mM NH4-Acetat (pH 5,0) in Vorbereitung auf die Lyophilisation. In diesem 
Schritt ist kein Zielprotein verloren gegangen (U3, Spur 11). DP2 (R3, Spur 12) wurde erfolg-
reich mittels ITC aufgereinigt. Insgesamt konnten in diesem Versuch 45 mg DP2 gewonnen 
werden. In der finalen Probe sind neben der Zielproteinbande bei ca. 67 kDa auch 
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Abbaufragmente zu erkennen. Zur Vermeidung des Abbaus wurden auch hier verschiedene 
Experimente (Testung von Protease-Inhibitoren, Variation in den ITC Prozessschritten) durch-
geführt (Daten nicht gezeigt). Jedoch konnte der Abbau von DP2 nicht unterbunden werden. 
Der Anteil an Fragmenten ist allerdings sehr gering und anhand der Bandenintensität ist DP2, 
als Volllängen-Protein, das Hauptprodukt des ITC-Verfahrens. Im Gegensatz dazu konnte für 
die DP1-Proteine mittels ITC nur ein stark fragmentiertes Produkt (Proteinbande bei ca. 
38 kDa) gewonnen werden (Abb. 3-15, S. 76). Da dies für DP2 nicht der Fall war, wurde dieses 
Produkt für die nachfolgenden Untersuchungen der Bindemitteleigenschaften (Kap. 3.3.2, 
S. 96) eingesetzt.  
 

Basierend auf diesem etablierten Protokoll wurden drei Aufarbeitungen durchgeführt und die 
Ergebnisse sind in Tabelle 3-8 gegenübergestellt. Insgesamt wurde im Durchschnitt eine Pro-
teinausbeute von ca. 0,59 mgProtein/gBFM ermittelt und ist mit den Ergebnissen zur Aufarbeitung 
der DP1-Varianten mittels ITC vergleichbar (Tabelle 3-6, S. 80). Nach der Lyophilisation wurde 
der Proteinpuder bis zur weiteren Bearbeitung bei - 20 °C gelagert. 

Tabelle 3-8 Resultate der Aufarbeitungen von DP2 mittels Inverse transition cycling (ITC) aus 
ca. 100 g E. coli BL21 (DE3) pLysS. Ausbeuten bezogen auf die Proteinmenge pro eingesetztem 
Gramm Biofeuchtmasse (BFM). Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay bestimmt. 

Zielprotein Experiment Eingesetzte 
BFM (g) 

Gesamtprotein-
menge nach Rei-

nigung (mg) 

Protein-
ausbeute 

(mgProtein/gBFM) 
DP2 1 100 45 0,45 
 2 105 66,8 0,64 
 3 99,6 67,1 0,67 

3.2.4.3 In vitro Modifikation von DP2 mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase 
Zur funktionellen Charakterisierung sollte DP2 mit der rekombinant hergestellten mikrobiellen 
Tyrosinase (His6-mTyr) (Kap. 3.2.1.2, S. 54) hydroxyliert werden. In der vorliegenden Arbeit 
wurde die Modifikation von Tyr zu DOPA in den adhäsiven Einzelblöcken (Mfp-3) in 
Kap. 3.2.2.3 (S. 64) sowie in den DP1-Varianten in Kap.  3.2.3.3 (S. 80) gezeigt.  
Wie bereits in Kap. 2.2.6.3 (S. 45) beschrieben, wurden in dieser Arbeit zwei Methoden ver-
wendet: der qualitative Nachweis von DOPA mittels NBT-Färbung (Kap. 3.2.2.3.1, S. 64) und 
die Bestimmung der Anzahl an Hydroxylierungen in den Proteinen mittels MALDI-TOF/TOF-
MS (Kap.  3.2.2.3.2, S. 65). Die Ergebnisse der Modifikation und beider Analysemethoden für 
DP2 sind in den folgenden Kapiteln dargestellt. 

3.2.4.3.1 Qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Färbung 
Die Reaktionsbedingungen für die Modifikation von DP2 sind in Kap. 2.2.6.4.2 (S. 46) be-
schrieben. In Abb. 3-21 A ist das SDS-PA-Gel der Modifikationsreaktion gezeigt. Die Kontroll-
reaktion (K) mit His6-mTyr ohne Substrat in Spur 1 zeigt, wie erwartet, ausschließlich eine 
Bande für die His6-mTyr bei 37 kDa. Vor und nach der Modifikationsreaktion (Spur 3 und Spur 
4) ist eine distinkte Bande für DP2 zu erkennen. In der Probe nach der Reaktion (Spur 4) ist 
zusätzlich eine Bande für die His6-mTyr auf der zu erwartenden Höhe (37,5 kDa) sichtbar, 
sowie Banden höheren Molekulargewichts. Durch die Hydroxylierung der Peptid-gebundenen 
Tyr innerhalb von DP2 kommt es vermutlich zur Ausbildung starker intermolekularer Interakti-
onen zwischen DP2-Polypeptidketten, die sich durch SDS und Hitzedenaturierung nicht auflö-
sen lassen. In Abb. 3-21 B ist der NBT-Blot dargestellt. In der Probe nach Modifikationsreak-
tion (Spur 4) ist auf der zu erwartenden Höhe eine blau-violett gefärbte Bande zu sehen, was 
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die erfolgreiche Modifikation von Tyr zu DOPA in DP2 bestätigte. Hingegen ist kein Signal in 
der Probe vor der Modifikationsreaktion (Spur 3) detektierbar. Wie bereits in vorherigen Kapi-
teln gezeigt (Abb. 3-9, S. 65 und Abb. 3-17, S. 81), ist auch in diesem Experiment für die Kon-
trollreaktion mit der His6-mTyr ohne Substrat (Spur 1) der NBT-Blot negativ. Wie in der SDS-
PAGE-Analyse konnten ebenfalls im NBT-Blot höhermolekulare Banden in der Probe mit mo-
difiziertem DP2 (Spur 4) nachgewiesen werden. Dies lässt ebenfalls auf verstärkte intermole-
kularen Interaktionen zwischen DP2-Molekülen durch die Hydroxylierung zu DOPA schließen. 

 
Abb. 3-21 Modifikation von DP2 und qualitativer Nachweis von DOPA mittels NBT-Färbung 
SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefärbter Western-Blot (B) vor und nach Modifikation von DP2 mit 
der mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) bei 25 °C für 5 h. M – Marker, (-) – vor Reaktion mit His6-mTyr, 
mod. – modifizierte Proteinvariante nach enzymatischer Reaktion, K – Kontrollreaktion, His6-mTyr inku-
biert bei 25 °C für 5 h ohne Substrat. Aufgetragen wurden 5 µg Protein und 5 µL Marker. DP2 (theore-
tisches Molekulargewicht: 67,3 kDa) und His6-mTyr (theoretisches Molekulargewicht: 37,5 kDa) sind 
gekennzeichnet. 
 

Im Anschluss erfolgte ein weiterer Inverse transition cycling (ITC) – Schritt, um das Enzym 
vom Zielprotein zu trennen. Während des inversen Temperaturübergangs bei 40 °C verblieb 
His6-mTyr im Überstand und modifiziertes DP2 im Pellet. Das Zielprotein wurde in 10 mM NH4-
Acetat (pH 5,0) resolubilisiert, lyophilisiert und bis zur weiteren Untersuchung bei - 20 °C ge-
lagert. 

3.2.4.3.2 Bestimmung des Modifizierungsgrades mittels Massenspektrometrie 
Für die quantitative Bestimmung der Hydroxylierungen in DP2 wurde eine MALDI-TOF/TOF-
Analyse durchgeführt (Kap. 2.2.6.4.4, S. 47). Aus den Ergebnissen zur massenspektrometri-
schen Untersuchung des adhäsiven Einzelblocks Mefp-3 in Kap. 3.2.2.3.2 (S. 65) war bereits 
bekannt, dass die mikrobielle Tyrosinase (His6-mTyr) in der Lage ist, hochhydroxylierte Pro-
teinspezies zu generieren. Mittels MADLI-TOF/TOF-MS wurden die intakten Massen (engl. 
Intact mass) von nicht-modifiziertem und modifiziertem DP2 bestimmt. Jede Hydroxylierung in 
DP2 führt zu einer zusätzlichen Masse von ~ 16 Da. Die Proben wurden zuvor mittels HPLC 
(Kap. 8.1.2.1.1.1, S. 168) aufgereinigt. Zunächst erfolgte die Messung der nicht-modifizierten 
Proteinvariante. Die durchschnittliche theoretische Masse (Maverage) von DP2 beträgt 
67330,84 Da. In dem aufgenommenen Massenspektrum wurden insgesamt drei verschiedene 
Ladungszustände detektiert (Abb. 3-22 A, S. 89), wobei das Signal für das zweifach positiv 
geladene Molekül-Ion bei m/z 33599,4 die höchste Intensität aufwies. Insgesamt wurde eine 
durchschnittliche Masse von 67139,5 Da mit einer Standardabweichung (SD) von 81,6 nach-
gewiesen. Erfahrungswerte zeigen, dass die doppelte SD des Messfehlers ein guter 
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Kompromiss zwischen Signifikanzverlust und Toleranz gegenüber Ausreißern darstellt 
[Chamrad et al., 2003]. Somit sind Differenzen ± 100 Da bei der Massenberechnung von Pro-
teinen aus MALDI-TOF/TOF-Analysen nicht ungewöhnlich und können zur Identifikation von 
Proteinen verwendet werden.  

 
Abb. 3-22 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse DP2 vor und nach der Reaktion mit der mikrobiellen Ty-
rosinase (His6-mTyr) zur Bestimmung des DOPA-Gehalts 
MALDI-TOF-Massenspektren von DP2 zur Bestimmung der intakten Proteinmassen (intact mass ana-
lysis): A – nicht-modifiziert, B – modifiziertes DP2. Insgesamt konnten 3 verschiedene Ladungszustände 
nachgewiesen werden („Dried-droplet“-Präparation mit 70 % DHAP-Matrix, Reflektormodus). Die zuge-
hörigen detektierten monoisotopischen Massen sind in Tabelle 3-9, S. 90) aufgelistet. DP2 besitzt eine 
theoretische monoisotopischen Masse von 67289,43 Da).  
 

Anschließend erfolgte die massenspektrometrische Analyse von zwei modifizierten Proben 
von DP2. Im Mittel wurden Massen von 67958,3 Da und 67973,0 Da detektiert. Dies entspricht 
im Durchschnitt einer Anzahl von ca. 51 OH-Resten. Allerdings ist bei den MALDI-Daten von 
mod. DP2 zu beachten, dass im Allgemeinen die Intensität der erhaltenen Signale sehr gering 
war und ein relativ hohes Hintergrundrauschen zu verzeichnen war. In DP2 sind insgesamt 25 
Tyr enthalten (TE-Block: 15, Mefp-3-Block: 10). Beispielhaft ist in Abb. 3-22 B das Massen-
spektrum von mod. DP2 einer Messung dargestellt. Insgesamt konnten ebenfalls drei La-
dungszustände detektiert werden, wobei das Signal für das zweifach positiv geladene Molekül-
Ion bei m/z 33994,8 die höchste Intensität aufwies (Tabelle 3-9, S. 90). Basierend auf der 
Masse für nicht-mod. DP2 ergab sich eine Massendifferenz von ca. 818,8 Da, was ~ 51 zu-
sätzlichen OH-Resten entspricht. In der DP2 Sequenz sind jedoch nur 25 Tyr enthalten. Aus 
diesem Grund kann es, wie bereits für mod. Mefp-3 gezeigt (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11 C, 
S. 67), auch bei DP2 während der enzymatischen Modifikation mit His6-mTyr zur Ausbildung 
von TOPA (3,4,5-Trihydroxyphenylalanin) gekommen sein. Dies müsste jedoch in weiterfüh-
renden Analysen untersucht und verifiziert werden. Bislang ist in der Literatur keine 
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Hydroxylierung Peptid-gebundener Tyr in TE beschrieben. Aus diesem Grund wäre eine 
exakte Bestimmung der Hydroxylierungen in DP2 in künftigen Untersuchungen von großem 
Interesse. Zusammenfassend sind die Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF MS-Messungen von 
nicht-mod. und mod. DP2 in Tabelle 3-9 aufgelistet. 
 

Tabelle 3-9 Übersicht der detektierten Massen von DP2 aller Ladungszustände mittels MALDI-
TOF/TOF MS-Analyse (Die theoretische Maverage von DP2 beträgt 67330,84 Da. Alle Angaben sind 
in Dalton (Da). 

Protein DP2 mod. DP2 (1) mod. DP2 (2) 
Ladungszustand m/zobser-

ved 
MAvg., exp. m/zobserved MAvg. exp. m/zobserved MAvg., exp. 

(M+H)+ 67083,3 67082,3 67903,0 67902,0 67933,3 67932,3 
(M+2H)2+ 33599,4 67196,7 33994,8 67987,6 34007,9 68013,8 
(M+3H)3+ 22428,2 67281,5 22662,7 67985,2 22658,7 67973,0 
Durchschnittliche 
Masse 

 67139,5  67958,3  67973,0 

Standardabwei-
chung 

 81,63  39,77  33,25 

Entspricht folg. An-
zahl an OH-Gruppen 

 -  51  52 
 
 

3.3 Funktionelle Charakterisierung der Designer-Proteine 
Für die Verwendung der Designer-Proteine (DP) als Bindemittel sind die funktionelle Charak-
terisierung sowie die mechanische Testung der Klebeeigenschaften notwendig. Diese Unter-
suchungen werden in den folgenden Kapiteln vorgestellt. Zur Testung der Funktionalität der 
DP wurden verschiedene Methoden verwendet. Zunächst sollten biochemische Analysen zur 
Untersuchung der Proteinstabilität, des Aggregationsverhaltens sowie der temperaturabhän-
gigen strukturellen Veränderungen mit Bestimmung der Übergangstemperaturen (Tt) durchge-
führt werden. Diese Experimente wurden mittels nanoDSF (engl. differential scanning fluori-
metry) analysiert und die Ergebnisse sind in Kap. 3.3.1 (S. 91) gezeigt.  
Anschließend sollten die Bindemitteleigenschaften der DP an der Oberfläche geprüft werden. 
Dafür wurden sowohl modifizierte als auch nicht-modifizierte Proteinvarianten miteinander ver-
glichen, um den Einfluss von L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) als post-translationale Mo-
difikation in den DP zu untersuchen. Wie bereits in Kap. 1.3.1 (S. 9) beschrieben, wurde im 
Rahmen dieser Arbeit Sand als Testoberfläche gewählt. Diese hydrophile Oberfläche besteht 
vorwiegend aus Siliciumdioxid (SiO2, Abb. 1-6, S. 9). Silica- Oberflächen oder auch Glimmer 
werden bevorzugt in der Klebstoffforschung als experimentelles Substrat eingesetzt, weil Mica 
atomar glatt ist und seine Oberflächenchemie gut reproduzierbar ist. Zunächst wurde die Pro-
teinadsorption der DP im kleinen Maßstab an SiO2-Oberflächen mittels Quarzkristallmikro-
waage mit Bestimmung des Dissipationsfaktors (QCM-D) gemessen (Kap. 2.2.7.1, S. 48). Ein 
Vorteil dieser Methode ist, dass kleinste Massenänderungen in Echtzeit bis in den Nano-
gramm-Bereich (ng/cm2) detektiert werden können und nur geringe Probenmengen notwendig 
sind [Rodahl et al., 1997]. Dadurch können Adsorptions- und Desorptionsprozesse von Prote-
inen (elektrostatische Anziehungskräfte, Van-der-Waals-Kräfte, H-Brückenbindungen & hyd-
rophobe Wechselwirkungen) an Oberflächen detektiert werden [Höök et al., 2001]. Für die 
Untersuchungen der Adsorption der DP wurden SiO2-Quarz-Sensoren (Mica) verwendet. Die 
Ergebnisse der Messungen sind in Kap. 3.3.2 (S. 96) gezeigt. 
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Schließlich erfolgte die Untersuchung der Zug-Scher-Kräfte ausgewählter Proteinvarianten 
nach der DIN EN 1465 Prüfvorschrift. In der Literatur werden Zug-Scher-Versuche zur Testung 
der Funktionalität eines proteinogenen Bindemittels vielfach eingesetzt [Brennan et al., 2017; 
Cha et al., 2009; Choi et al., 2012; Gim et al., 2008; Yang et al., 2013]. Die Ergebnisse der 
Zug-Scher-Versuche werden in Kap. 3.3.3 (S. 109) vorgestellt. 
 

3.3.1 Thermodynamische Untersuchungen zur Stabilität der Desig-
ner-Proteine mittels nanoDSF (differential scanning fluori-
metry) 

Die Charakterisierung der thermischen Stabilität der gereinigten Designer-Proteine (DP), 
DP1A/B-Variante, DP2, Mefp-3 und Mgfp-3, erfolgte über automatisierte differential scanning 
fluorimetry (DSF)-Experimente. Die experimentellen Bedingungen sind in Kap. 2.2.6.2 (S. 44) 
beschrieben. Die DP wurden vergleichend jeweils ohne und mit Modifikation (DOPA) analy-
siert, um den Effekt der Hydroxylierung auf die thermodynamischen Eigenschaften der Prote-
ine zu untersuchen. Die nanoDSF Untersuchungen für die DP1-Varianten wurden in folgen-
dem Puffer durchgeführt: 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl, 0,5 M KCl (pH 8,0). 
Die DP1-Varianten enthalten als zentralen Protein-Block ELP. Eine Eigenschaft von ELP ist 
der Übergang von einer unstrukturierten Anordnung (random-coil) zu geordneten intra- und 
intermolekularen β-Helix-Strukturen (β-spiral) bei der sequenzspezifischen Tt [Girotti et al., 
2004]. Diese Fähigkeit von ELP zur Strukturänderung wurde in der vorliegenden Arbeit bereits 
für die Reinigung der DP1-Varianten mittels ITC in dem genannten Puffersystem genutzt 
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74). Im Folgenden ist repräsentativ das Ergebnis einer Messung pro DP1-
Proteinvariante graphisch dargestellt. Die weiteren Messkurven befinden sich im Anhang 
(Kap. 8.2, S. 175).  
In Abb. 3-23 A (S. 92) ist das Verhältnis der Fluoreszenzen bei 350 und 330 nm für die Tem-
peraturübergänge der DP1A-Variante von 15 – 95 °C (Heizphase) und von 95 – 15 °C (Ab-
kühlphase) gezeigt. Die Schmelzkurven zeigen einen sigmoidalen Verlauf mit einem Über-
gang, was für zwei strukturell verschiedene Zustände spricht. Die Tt-Werte werden basierend 
auf der Gibb’s-Gleichung (Gl. 1, S. 44) am Wendepunkt (Markierungslinien) der sigmoidalen 
Kurven bestimmt. Bei dieser Temperatur liegen die Proteine theoretisch zu gleichen Teilen in 
beiden möglichen strukturellen Zuständen vor. Für eine bessere Visualisierung ermöglicht die 
NanoTemper Software „PR.ThermControl“ eine direkte Auswertung nach erster Ableitung der 
Übergangskurven. Hier beschreiben die Extrema den Tt-Wert. Für die DP1A-Variante (Abb. 
3-23 B, grüne Kurven) liegt das Minimum und somit Tt bei 24 °C und für die modifizierte DP1A-
Variante (blaue Kurven) bei 31,7 °C. Die Hydroxylierung der Tyr in der DP1A-Variante ruft eine 
Verschiebung von Tt um + 7,7 °C hervor und führt zu einem veränderten Verhalten der tem-
peraturabhängigen Strukturänderung. In der Abkühlphase zeigt sich, dass dieser Prozess re-
versibel ist. Diese Eigenschaft des ELP-Blocks wurde während der Reinigung mittels ITC 
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74) ausgenutzt. In der Abkühlphase erreichte die Fluoreszenz in allen Pro-
ben ihren Ausgangswert, was für eine vollständige Reversibilität der Strukturänderung der Pro-
teine spricht. Die Tt sind vergleichbar mit denen aus der Heizphase (Abb. 3-23 B). 
Neben der Bestimmung von Tt sollte das Aggregationsverhalten untersucht werden. Die Er-
gebnisse sind in Abb. 3-23 C gezeigt. Parallel zur Messung der Fluoreszenz wurde die Streu-
ung in mAU im sichtbaren Wellenlängenbereich bestimmt. Durch die Reflexionstechnologie 
lässt sich der Beginn der Aggregation (TStart) laut Hersteller ab einer Partikelgröße > 25 nm 
messen. Für die DP1A-Variante (grüne Kurve) liegt TStart bei 23 °C und für die mod. DP1A-
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Variante (blaue Kurve) bei 30,1 °C. Auch bei dieser Messung zeigte sich der Einfluss der Hyd-
roxylierung (DOPA) der DP1A-Variante. Mit Modifikation setzt die Aggregation des Proteins 
später ein.  

 
Abb. 3-23 Messung des thermisch induzierten strukturellen Übergangs der DP1A-Variante (nicht-
modifiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Übergangs-temperatu-
ren (Tt) 
Vergleichend wurde die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1A-Variante 
(grüne Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1A-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. 
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit 
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; 
pH 8,0). Für die Messungen wurde eine Anregung von 45 % gewählt. Alle Proben wurden in Triplikaten 
(n = 3) gemessen (Abb. 8-18, S. 182). Zur Übersichtlichkeit wird eine aus drei Messungen gezeigt. A) 
Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen (F350 nm/F330 nm) gegen die Tempe-
ratur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den 
lokalen Extrema können die Übergangstemperaturen (Tt) ermittelt werden (Angabe der Tt in der Abb.). 
C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die Temperatur. Daraus lässt sich der Beginn der Aggrega-
tion  (TStart) ablesen (Angabe der TStart in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software 
„PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies). 
 

Vergleichend wurde die DP1B-Variante mittels nanoDSF untersucht (Abb. 3-25, S. 94). In Abb. 
3-25 A ist das Verhältnis der Fluoreszenzen bei 350 und 330 nm für die Heiz- und Abkühlphase 
gezeigt aus denen Tt bereits abgelesen werden kann (Markierungslinien). Aus der Auftragung 
der 1. Ableitung gegen die Temperatur erfolgte die Bestimmung von Tt (Abb. 3-25 B). In der 
Heizphase sind interessanterweise zwei lokale Minima pro Proteinvariante zu erkennen: 
DP1B-Variante (grüne Kurven) bei 24,7 °C (Tt1) und 54,3 °C(Tt2); mod. DP1B-Variante (blaue 
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Kurven) bei 25,5 °C (Tt1)  und 91,2 °C(Tt2). Beim Vergleich der Tt1 zeigte die Hydroxylierung 
der DP1B-Variante keinen großen Effekt (Verschiebung von Tt um + 0,8 °C). Im Gegensatz 
zur DP1A-Variante (Abb. 3-23 B) scheint die Modifikation (DOPA) kaum Einfluss auf die tem-
peraturabhängige Strukturänderung zu haben. Allerdings zeigte die Hydroxylierung einen Ein-
fluss auf die Fluoreszenzintensität zu Beginn jeder Messung. Im Mittel war diese mit Modifika-
tion um ≥ 100 counts*mm geringer. Die Fluoreszenzemission wird folglich durch die weitere 
Hydroxylgruppe in ortho-Position zur OH-Gruppe am Phenolring beeinflusst und es kommt 
zum Quenching. Dieser Zusammenhang konnte für alle untersuchten Proteine gezeigt werden 
(Tabelle 8-8, S. 187). In der Abkühlphase zeigte sich wie für die DP1A-Variante, dass dieser 
Prozess reversibel ist. Die Fluoreszenz erreichte in der Abkühlphase in allen Proben ihren 
Ausgangswert, was für eine vollständige Reversibilität der Strukturänderung der Proteine 
spricht. Die Tt sind vergleichbar mit denen aus der Heizphase (Abb. 3-25 B). Die Unterschiede 
in der temperaturabhängigen Strukturänderung beider DP1-Proteine sind vermutlich auf die 
verschiedenen Anhänge N- und C-terminal des ELP-Blocks zurückzuführen. Zur Veranschau-
lichung sind die DP1-Varianten als Einbuchstabencode in Abb. 3-24 dargestellt. Durch das 
Online-tool SIAS (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) unter Verwendung der Stan-
dardeinstellungen ergab das multiple sequence alignment der adhäsiven Mfp-3-Anteile (grün) 
folgende Resultate: N-Terminus, Identität 40 % und Ähnlichkeit 60 %; C-Terminus, Identität 
91,66 % und Ähnlichkeit 91,66 %. Aus dieser Analyse ging hervor, dass sich die beiden Pro-
teine vor allem im N-terminal signifikant unterscheiden. 

 
Abb. 3-24 Mfp-3-Sequenzanteile N- und C-terminal des ELP-Blocks in den DP1-Varianten 
Schematische Darstellung der Aminosäuresequenz der DP1A/B-Varianten nach Bestimmung der Pro-
teintermini durch Edman-Sequenzierung und ISD/T3-Sequenzierung. Der C-Terminus der DP1B-
Variante ist hypothetisch, da eine Sequenzierung nicht durchgeführt wurde. In MALDI-MS Messungen 
konnten jedoch eine Masse von 34608,11 Da nachgewiesen werden, die diese Sequenz bestätigte 
(Kap. 8.1.2, Abb. 8-4, S. 172). Aufgrund dieser Daten ist davon auszugehen, dass die Fragmentierung 
auch in der DP1B-Variante zwischen zwei basischen Aminosäuren stattfand (Tabelle 3-5, S. 78; Abb. 
3-16, S. 79). Aufbau der Proteine: GGGGS-Linker (grau), Mfp-3-Sequenzanteil als adhäsiver Rest 
(grün) und ELP als kohäsiver Block (blau).  
 

Die Ergebnisse zum Aggregationsverhalten sind in Abb. 3-25 C dargestellt. Für DP1B-Variante 
(grüne Kurve) liegt TStart bei 24,4 °C und für die mod. DP1B-Variante (blaue Kurve) bei 24,5 °C. 
Auch bei dieser Analyse scheint die Modifikation (DOPA) von der DP1B-Variante kaum einen 
Effekt zu zeigen. Die Ursache liegt vermutlich an einer unterschiedlichen Verteilung der Pro-
teinvarianten mit einer hohen Anzahl an Hydroxylierungen. Durch die Modifikation der Desig-
ner-Proteine mit der mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) wird ein Proteingemisch erzeugt, wel-
ches für die DP1B-Variante, die vier Tyr enthält, Proteinvarianten mit theoretisch 1 – 4 zusätz-
lichen OH-Gruppen erzeugen kann. Dieser Zusammenhang wurde massenspektrometrisch für 
die Einzeldomäne Mefp-3 exemplarisch gezeigt. Nach chromatografischer Auftrennung der 
modifizierten Probe mittels HPLC liegt im Massenspektrum eine Verteilung unterschiedlich 
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hydroxylierter Proteinvarianten von Mefp-3 vor (Abb. 3-11, S. 67). Daher besteht die Annahme, 
dass diese Verteilung ebenfalls bei den modifizierten DP1A/B-Proben vorliegen kann. In der 
untersuchten Probe der modifizierten DP1B-Variante mittels nanoDSF war die Anzahl an Hyd-
roxylierungen wahrscheinlich sehr gering, wodurch kaum Unterschiede zwischen dem modifi-
zierten und nicht-mod. Protein messbar waren. 

 
Abb. 3-25 Messung des thermisch induzierten strukturellen Übergangs der DP1B-Variante (nicht-
modifiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Übergangs-temperatu-
ren (Tt) 
Vergleichend wurde die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1B-Variante 
(grüne Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1B-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. 
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit 
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; 
pH 8,0). Für die Messungen wurde eine Anregung von 100 % gewählt. Alle Proben wurden in Triplikaten 
(n = 3) gemessen (Abb. 8-19, S. 183). Zur Übersichtlichkeit wird eine aus drei Messungen gezeigt. A) 
Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen (F350 nm/F330 nm) gegen die Tempe-
ratur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den 
lokalen Extrema können die Übergangstemperaturen (Tt) ermittelt werden (Angabe der Tt in der Abb.). 
C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die Temperatur. Daraus lässt sich der Beginn der Aggrega-
tion  (TStart) ablesen (Angabe der TStart in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software 
„PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies). 
 

Zusammenfassend wurde für beide DP1-Varianten eine geringere Tt bestimmt, als in der Lite-
ratur beschrieben [Desai et al., 2016]. Desai und Kollegen zeigten bei dem ELP mit 75 Penta-
peptid-repeats (VPGVG)n einen Temperaturübergang (Tt) bei 34 °C. Aufgrund der flankieren-
den Mfp-3-Anteile N- und C-Terminal der ELP-Sequenz in den DP1 (Abb. 3-16, S. 79) war 
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jedoch ein Einfluss auf die Strukturänderung als auch eine Verschiebung von Tt zu erwarten. 
Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass eine negative Korrelation zwischen Tt und der Hyd-
rophobizität des Fusionspartners besteht [Park und Won, 2009; Trabbic‐Carlson et al., 2004]. 
Da der ELP-Phasenübergang durch hydrophobe Wechselwirkungen induziert wird, können 
auch flankierende Sequenzen die Strukturänderung des Proteins beeinflussen. Dieser Zusam-
menhang zeigt sich auch in den Resultaten der hydroxylierten DP1A-Variante. Die DOPA-
Modifikation führte im Mittel zu einer Veränderung der intermolekularen Wechselwirkungen 
und Erhöhung von Tt auf ~ 32 °C. Im Allgemeinen ist aus der Literatur bekannt, dass die Flu-
oreszenzintensität durch die Hydroxylierung von Tyr zu DOPA beeinflusst wird [Guo et al., 
2020]. In der Studie von Ilamaran und Kollegen wurde der Einfluss von DOPA auf die Ausbil-
dung der Tripelhelix in einem kollagenartigen Protein (CLP) mittels nanoDSF nachgewiesen 
[Ilamaran et al., 2020]. Die Daten zeigten für mod. CLP eine Verschiebung von Tt um + 5 °C 
und die Forscher postulierten, dass die Modifikation zu DOPA die Neigung zur Ausbildung 
einer Tripelhelix als auch die strukturelle Stabilität durch die erhöhte intermolekulare Vernet-
zung von CLP erhöht. 
 

Neben den DP1A/B-Varianten wurden ebenfalls die Einzeldomänen Mefp-3 und Mgfp-3 mittels 
nanoDSF analysiert. Bei Mfp-3 handelt es sich um kleine unstrukturierte Proteine. In den na-
noDSF Analysen beider Proteine zeigten sich keine typischen Übergangskurven. Lediglich die 
Fluoreszenzintensität änderte sich im Verlauf des Temperaturgradienten und erreichte nach 
der Abkühlphase in allen Proben ihren Ausgangswert. Im Allgemeinen zeigten die Ergebnisse 
keine klassische Entfaltung bzw. mit Fluoreszenz nachweisbare Strukturänderung der Mfp-3 
als auch keine Aggregation. Durch die Modifikation (DOPA) veränderte sich die Fluoreszenzin-
tensität, wie zu erwarten war [Guo et al., 2020]. Die Ergebnisse sind dem Anhang (Kap. 8.2, 
Mefp-3: Abb. 8-21, S. 185; Mgfp-3: Abb. 8-22, S. 186) zu entnehmen. 
 

Abschließend wurde die thermische Stabilität von DP2 untersucht. DP2 lag als Proteingemisch 
vor, da durch die Reinigung mittels ITC (engl. Inverse transition cycling) verkürzte Proteinvari-
anten nicht abgetrennt werden konnten (Kap. 3.2.4.2, Abb. 3-20, S. 86, Spur 12). Die massen-
spektrometrische Analyse konnte bestätigen, dass es sich bei den anderen Proteinen um Spe-
zies von DP2 handelt (Abb. 3-22, S. 89). Daher war für die Verwendung als Proteinkleber keine 
weitere Abtrennung der DP2-Varianten notwendig. Aufgrund dieser heterogenen Zusammen-
setzung der finalen Probe war jedoch eine gezielte nanoDSF-Analyse des Volllängenproteins 
(ohne verkürzte DP2-Varianten) nicht möglich. Die Ergebnisse der Analysen sind dem Anhang 
zu entnehmen (Kap. 8.2, Abb. 8-20, S. 184). Im Allgemeinen zeigte die Probe eine geringe 
Sensitivität mit einem hohen Signal-Rausch-Verhältnis. Aus diesem Grund war kaum eine Än-
derung in der Fluoreszenz und folglich eine strukturelle Änderung im Temperaturgradienten 
sichtbar (Abb. 8-20 A). Eine mögliche Erklärung lässt sich im Aufbau von DP2 (Kap. 3.1.1.3, 
S. 52) finden. DP2 enthält Tropoelastin (TE, Isoform-2) als kohäsiven Block. Als Besonderheit 
und Unterschied zum ELP-Block in den DP1A/B-Varianten, besteht TE aus hydrophilen (Lys- 
und Ala-Resten) und hydrophoben Domänen (repetitive Motive aus Gly, Val und Pro). Der 
temperaturresponsive ELP-Block in den DP1A/B-Varianten ist ausschließlich aus dem Penta-
peptid-Repeat VPGVG75 aufgebaut. Aus diesem Grund sind die intra- und intermolekularen 
Interaktionen aufgrund einer Temperaturänderung in den DP1-Varianten vermutlich stärker als 
in DP2. Zusätzlich werden in DP2 neben den Tyr im Mefp-3-Block auch Tyr im TE-Block von 
der His6-mTyr hydroxyliert (Abb. 3-22, S. 89). Diese zusätzlichen Modifikationen im kohäsiven 
Block von DP2 haben ebenfalls einen Einfluss auf die Struktureigenschaften, die messbare 
Fluoreszenz der Tyr/DOPA-Seitenketten sowie das Verhalten im Temperaturgradienten. Aus 



3   Ergebnisse          96 

 

der Darstellung der 1. Ableitung aus dem Verhältnis aus F350 nm/F330 nm gegen die Temperatur 
zur Bestimmung von Tt war deutlich erkennbar, dass es sich um ein Proteingemisch handelt 
und aus diesem Grund ein schlechtes Signal-Rausch-Verhältnis vorlag (Kap. 8.2, Abb. 
8-20 B). Ebenfalls war keine messbare Aggregation des Proteins unter den getesteten Bedin-
gungen nachweisbar (Abb. 8-20 C). 
 

Abschließend sind die Ergebnisse der untersuchten DP1-Varianten zu den Temperaturüber-
gängen (Tt) und dem Beginn der Aggregation (TStart) mittels nanoDSF tabellarisch zusammen-
gefasst (Tabelle 3-10, S. 96). Aufgelistet sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Messun-
gen (n = 3) sowie deren Standardabweichung (SD). Insbesondere für die DP1A-Variante 
zeigte sich der Einfluss der Hydroxylierung (DOPA) auf den thermischen Übergang des Pro-
teins. Die Modifikation innerhalb der DP1A-Variante rief eine Verschiebung von Tt um + 7,7 °C 
hervor. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Ausbildung von Sekundärstrukturelemen-
ten in den DP1-Varianten durch die DOPA-Modifikation beeinflusst und verzögert wird. Des 
Weiteren zeigte die Modifikation der DP1A-Variante ein verändertes Aggregationsverhalten. 
Bei den modifizierten Proteinvarianten setzte die Aggregation erst bei höheren Temperaturen 
ein. Des Weiteren zeigte die Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA in allen 
Proben zu Beginn jeder Messung eine Abnahme der Fluoreszenzintensität im Vergleich zu 
den nicht-modifizierten Proteinen (Tabelle 8-8, S. 187). Erwartungsgemäß zeigten die Analy-
sedaten, dass die zusätzliche Hydroxylgruppe in ortho-Position ein Quenching der Fluores-
zenzemission auslöste. Dieser Zusammenhang ist bereits in der Literatur beschrieben [Guo et 
al., 2020]. 

Tabelle 3-10 Zusammenfassung der ermittelten Temperaturübergänge (Tt) und dem Beginn der 
Streuung (Aggregationsverhalten) der DP1-Proteine mittels nanoDSF. Gezeigt sind die Mittel-
werte sowie die Standardabweichungen (SD) aus drei Messungen (n = 3). 

Zielprotein Tt (°C) in Heizphase Tt (°C) in Abkühlphase TStart Streuung (°C) bei  
Entfaltung 

 Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD 
DP1A-Variante 23,97 0,058 20,97 0,058 23,03 0,115 
mod. DP1A-Variante 31,57 0,153 29,17 0,306 30,39 0,266 
DP1B-Variante 25,07 0,351 25,13 0,289 24,77 0,323 
mod. DP1B-Variante 25,43 0,115 25,87 0,493 25,32 0,746 

 
3.3.2 Untersuchung der Proteinadsorption der Designer-Proteine 

mittels QCM-D 
Die Messungen zur Proteinadsorption erfolgten an einer Quarzkristallmikrowaage mit Bestim-
mung des Dissipationsfaktors (QCM-D). Der Versuchsaufbau erfolgte nach Literaturangaben 
[Petrone et al., 2015] und ist in Kap. 2.2.7.1 (S. 48) beschrieben. Für die Messungen wurden 
SiO2-Quarzsensoren verwendet, da diese Oberfläche mit Mica (Verwendung in den Zug-
Scher-Versuchen: Kap. 3.3.3, S. 109) vergleichbar ist. Sowohl Mica als auch Sand bestehen 
hauptsächlich aus SiO₂ (Kap. 1.3.1, S. 9). Deshalb eignen sich SiO₂-Sensoren und Mica gut 
für Vorversuche im Hinblick auf die geplante Nutzung der Designer-Proteine (DP). 
In Vorbereitung auf den Vergleich der Proteinadsorption der in der vorliegenden Arbeit produ-
zierten DP, mit und ohne DOPA-Modifikation, sollte die QCM-Methode zunächst etabliert wer-
den. Dafür wurde der Einfluss der Proteinkonzentration (Kap. 3.3.2.1, S. 97), der Applikations-
zeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) sowie der Messtemperatur (Kap. 3.3.2.3, S. 100) auf die Proteinad-
sorption an die SiO2-Sensoroberfläche (OF) untersucht. Für diese Vorversuche wurde die 
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nicht-modifizierte DP1A-Variante ausgewählt, da das Protein den temperaturresponsiven 
ELP-Block als kohäsive Einheit (Abb. 3-1, S. 51) enthält und von einem Einfluss der Messtem-
peratur auszugehen war. Nach Etablierung und Festlegung der Messparameter erfolgte der 
Vergleich der Proteinadsorption ausgewählter DP auf die SiO2-Sensoren. Vergleichend wur-
den die Proteinvarianten mit und ohne DOPA-Modifikation untersucht (Kap. 3.3.2.4, S. 102).  

3.3.2.1 Untersuchungen zum Einfluss der Konzentration 
Zunächst wurde die Konzentrationsabhängigkeit der DP1A-Variante auf die Proteinadsorption 
untersucht. Dafür wurden folgende Protein-Stammlösungen in ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 
10 mM TRIS, 300 mM NaCl; pH 8,0) eingesetzt: 0,05; 0,1; 0,2 und 0,4 mg/mL. In Abb. 3-26 A 
sind die Adsorptionsverläufe der DP1A-Variante im Frequenzplot auf die SiO2-Sensoren ge-
zeigt. Beispielhaft wurde eine Kurve pro Proteinkonzentration aufgetragen (Abb. 3-26 A Le-
gende). Die Messung lässt sich in drei Schritte unterteilen: Äquilibrierung des Sensors mit PBS 
(1), Proteinapplikation (2) und finaler Waschschritt mit PBS (3). Die finalen Frequenzänderun-
gen (∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Start-
frequenz ist nach der Äquilibrierung des Sensors mit PBS abzulesen. Im Anschluss erfolgte 
die Proteinapplikation und nach ca. 7,5 min begann die Beladung des Sensors mit Protein, 
was aus der starken Abnahme in der Frequenz hervorging. Darüber hinaus sind im Pro-
teinapplikations-Schritt zwei Phasen (I + II) erkennbar. Zunächst war eine starke Frequenzän-
derung von Minute 8 – 9 messbar (I). In der 2. Phase (II) erfolgte eine Abflachung der Kurven 
(geringeres ∆f). Aus den Kurvenverläufen zum Adsorptionsverhalten lässt sich die Annahme 
ableiten, dass in der 1. Phase die Sensoroberfläche vollständig mit Protein benetzt wird (Ad-
häsion), während in der 2. Phase bereits Proteinschichten (multilayer) durch die Eigenschaften 
des kohäsiven ELP-Blocks zwischen den Proteinketten der DP1A-Variante ausgebildet wer-
den. Nach 10-minütiger Proteinapplikation war die Ausbildung der Proteinschichten noch nicht 
abgeschlossen, da die Frequenz weiterhin abnahm. Dennoch wurde an dieser Stelle der finale 
Waschschritt mit PBS (3) gestartet, da der Einfluss der Applikationszeit separat in einem wei-
teren Experiment (Kap. 3.3.2.2, S. 99) betrachtet wurde. Interessanterweise wurde in diesem 
Schritt für die Proteinkonzentrationen von 0,05 mg/mL (schwarze Kurve), 0,1 mg/mL (rote 
Kurve) und 0,2 mg/mL (blaue Kurve) wieder ein Großteil des Proteins ausgewaschen, da die 
Frequenzänderung zunahm. Der finale Wert beim Erreichen eines stabilen Frequenzwertes 
(Endfrequenz) entsprach dabei dem ∆f aus der 1. Phase (von Schritt 2) der Beladung der 
Sensoroberfläche mit Protein (Tabelle 3-11, S. 99, rechte Spalte). Somit war davon auszuge-
hen, dass die gebildeten Proteinschichten während der Applikation wieder durch PBS herun-
tergewaschen wurden. Lediglich die Proteinschicht der Adhäsionsphase (Beladung der Sen-
soroberfläche, 8 – 9 min) blieb an der direkten SiO2-OF haften. Eine Ausnahme stellt die Mes-
sung mit 0,4 mg/mL Protein dar. Dort scheinen die beiden Phasen der Proteinapplikation 
(Schritt 2) ineinander überzugehen und das finale ∆f  ist höher als das ∆f aus der 1. Phase 
(Beladung der Sensoroberfläche mit Protein). Somit blieb ein Teil der Proteinschichten (mul-
tilayer) erhalten. Dieses Resultat zeigte, dass die applizierte Proteinmenge einen Einfluss auf 
die Beladung des Sensors ausübt. Die finalen Frequenzänderungen aller Messungen sind in 
Tabelle 3-11 (S. 99) zusammengefasst.  
Jedoch zeigten sich während der Waschphase (Schritt 3) mit PBS für 0,2 mg/mL (blaue Kurve) 
und 0,4 mg/mL (grüne Kurve) Frequenzausschläge. Bei der Probe mit 0,4 mg/mL ist dieser 
besonders deutlich. Die Ursache dafür liegt im konzentrationsabhängigen Aggregationsver-
halten von DP1A. Im Verlauf der Messung bei 25 °C trat eine Trübung der Proteinlösungen in 
den Gefäßen auf, was die Hypothese der Proteinaggregation durch die starke Interaktion der 
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DP1A-Variante unter diesen Bedingungen stützt. Diese kleinen Proteinaggregate werden 
durch die Schläuche und die Messkammer gespült und verursachen, ohne direkt in Wechsel-
wirkung zu treten, lokale Frequenzänderungen (eine erhöhte Masse auf dem Sensor). Da 
diese Proteinaggregate keine Interaktion zu den Sensor-gebundenen DP1A-Molekülen einge-
hen können, werden sie direkt wieder vom Sensor heruntergespült und es kommt zu einer 
Erhöhung der Frequenz bis zum Erreichen eines stabilen Frequenzwertes (Endfrequenz). Zu-
sätzlich erfolgten Untersuchungen zur dynamischen Lichtstreuung (DLS) bei den verschiede-
nen Proteinkonzentrationen zur Überprüfung der Hypothese (Kap. 2.2.6.3, S. 45). Die Mes-
sungen bestätigten, dass es bei höheren Konzentrationen zur Ausbildung von Proteinaggre-
gaten durch die starken intra- und intermolekularen Interaktionen bei der DP1A-Variante 
kommt und der PDI (Polydispersitätsindex) mit höherer Konzentration zunahm (Anhang, 
Kap. 8.2, Abb. 8-23, S. 187 und Tabelle 8-9, S. 188).   

 
Abb. 3-26 Abhängigkeit der Frequenzänderung von der Konzentration an DP1A-Variante 
Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren während einer Applikationszeit 
von 10 min, einer Flussrate von 60 µL/min bei 25 °C. A – Frequenzplot für die verschiedenen Konzent-
rationen (0,05 – 0,4 mg/mL DP1A-Variante). Es wird beispielhaft eine Kurve pro Proteinkonzentration 
gezeigt (s. Legende). Die Messung lässt sich in drei Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors 
mit PBS, 2 – Proteinapplikation (I – 1. Phase, II – 2. Phase), 3 – Finaler Waschschritt mit PBS. Die 
finalen Frequenzänderungen (∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Mes-
sung. B – Abhängigkeit der finalen Frequenzänderung (∆f) von der eingesetzten Proteinkonzentration 
während der Messung (n = 3). Die Messdaten aller Messungen sind Tabelle 3-11 zu entnehmen. 
 

Der Zusammenhang zwischen der finalen Frequenzänderung (∆f) und der Konzentration an 
DP1A-Variante ist Abb. 3-26 B dargestellt. Aufgetragen sind die Mittelwerte der Frequenzän-
derungen aller untersuchten Konzentrationen und deren Standardabweichungen (n = 3). Mit 
höherer Konzentration der Proteinlösung konnte eine größere finale Frequenzänderung erzielt 
werden. So wurde beispielsweise für eine Stammlösung von 0,05 mg/mL ein ∆f von 97,2 ± 
3,81 Hz und für 0,4 mg/mL ein ∆f von 690,4 ± 8,71 Hz ermittelt. Die Frequenzänderungen aller 
Proteinkonzentrationen sind in Tabelle 3-11 (S. 99) zusammengefasst. Im Allgemeinen liegen 
die Fehleramplituden von QCM-Messungen mit Proteinen im Bereich von 5 – 15 % [Ausili et 
al., 2012; Chandrasekaran et al., 2013; Chen et al., 2010; Lord et al., 2006]. Die ermittelten 
Standardabweichungen (SD) liegen somit im Normbereich. Obwohl eine erhöhte Konzentra-
tion einen positiven Einfluss auf die Frequenzänderung und die Adhäsion zeigte, nahm zeit-
gleich auch die Löslichkeit ab, da die DP1A-Variante verstärkt intra- und intermolekulare Inter-
aktionen einging. Die Ausbildung dieser Proteinaggregate führte zu ungewollten Frequenzaus-
schlägen, die zufällig und nicht standardisierbar auftraten. Dies war durch eine Trübung der 
Proteinlösung ab einer Konzentration von 0,2 mg/mL zu beobachten und konnte durch DLS-
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Messungen (Kap. 8.2, Abb. 8-23 und Tabelle 8-9, S. 188) bestätigt werden. Aus diesem Grund 
wurde für die nachfolgenden Untersuchungen eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/mL ge-
wählt, um aussagekräftige und verlässliche Datensätze und generieren. 
 

Tabelle 3-11 Zusammenfassung der finalen Frequenzänderungen aus den QCM-Messungen zur 
Konzentrationsabhängigkeit. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei Messungen (n = 3, SD = Stan-
dardabweichung). Zusätzlich sind beispielhaft die ∆f-Werte aus der 1. Phase (von Schritt 2), der 
Beladung der Sensoroberfläche mit Protein aus Abb. 3-26 (S. 98) aufgeführt. 

Konzentration der 
DP1A-Variante 
(mg/mL) 

∆f1 (Hz) ∆f2 (Hz) ∆f3 (Hz) Mittelwert 
∆f (Hz) 

SD 
(Hz) 

∆fSensorbeladung 

(Hz) 

0,05 100,97 97,17 93,36 97,17 3,81 92,32 
0,1 233,54 239,92 226,07 233,18 6,93 192,62 
0,2 331,88 357,57 311,43 333,63 23,12 306,37 
0,4 680,45 694,24 696,56 690,42 8,71 321,27 

3.3.2.2 Untersuchungen zum Einfluss der Applikationszeit 
Anschließend wurde die Proteinapplikationszeit untersucht, um zu ermitteln ob eine längere 
Beladung des SiO2-Sensors zu einer höheren finalen Frequenzänderung (∆f) führt. In Abb. 
3-27 sind die Adsorptionsverläufe der DP1A-Variante im Frequenzplot auf die SiO2-Sensoren 
gezeigt. Zum Vergleich wurden 10 min und 30 min Proteinapplikation untersucht. Beispielhaft 
ist eine Kurve pro Applikationszeit dargestellt (s. Legende). Auch bei dieser Messung wird in 
die drei Schritte Äquilibrierung des Sensors mit PBS (1), Proteinapplikation (2), finaler Wasch-
schritt mit PBS (3) unterteilt, mit der Variation 10 min und 30 min in Schritt 2. Die Startfrequenz 
ist nach der Äquilibrierung des Sensors mit PBS abzulesen. Im nachfolgenden Schritt der Pro-
teinapplikation waren wie bereits in den Untersuchungen zur Proteinkonzentration in 
Kap. 3.3.2.1 zwei Phasen (I + II) erkennbar. Zunächst erfolgte eine starke Frequenzänderung 
von Minute 8 – 10 (Adhäsion – Benetzung der Sensoroberfläche mit Protein, phase I), gefolgt 
von einer Abflachung der Kurven (geringeres ∆f, Kohäsion – Ausbildung von multilayern). Bei 
dem direkten Vergleich beider Applikationszeiten zeigte sich, dass auch nach 30 min die Fre-
quenz kontinuierlich abnahm und es nicht zur Ausbildung eines stabilen ∆f kam. Jedoch sind 
die finalen ∆f-Werte nach dem PBS-Waschschritt vergleichbar. Dieser Wert ist demnach un-
abhängig von der Applikationszeit des Proteins (Tabelle 3-12, S.100). Bei einer Proteinappli-
kation von 10 min (Abb. 3-27, blaue Kurve) wurde im Durchschnitt eine finale Frequenzände-
rung von 238,25 ± 35,36 Hz erhalten. Vergleichend dazu ergab eine Proteinapplikation von 
30 min (Abb. 3-27, grüne Kurve) im Mittel ein ∆f von 246,89 ± 25,32 Hz. Die Ergebnisse aus 
der dreifach Bestimmung sind in Tabelle 3-12 (S.100) zusammengefasst. Anhand der Fehler-
amplituden liegen die finalen ∆f-Werte im gleichen Bereich und unabhängig von der Applikati-
onszeit ist ein vergleichbares Verhalten gegeben. Die Frequenzplots auf die SiO2-Sensoren 
aller Messungen sind dem Anhang (Kap. 8.2, Abb. 8-25, S. 189) zu entnehmen.  
Wie bereits in Kap. 3.3.2.1 (S. 97) gezeigt, konnten auch in diesem Versuchsaufbau zwei Pha-
sen zum Adsorptionsverhalten der DP1A-Variante in den Kurvenverläufen beobachtet werden 
(Phase 1 – Adsorption, Phase 2 - Kohäsion). Anhand der QCM-Daten ist die Ausbildung der 
Proteinschichten nach 30-minütiger Applikationszeit noch nicht abgeschlossen, da die Fre-
quenz weiterhin abnahm. Dieser Zusammenhang wurde jedoch nicht weiter untersucht, da 
aus dem darauffolgenden Waschritt ersichtlich war, dass diese Proteinschichten durch PBS 
unter den getesteten Bedingungen wieder gelöst werden konnten. Die finalen ∆f-Werte, die 
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die adsorbierte Menge an Protein wiederspiegeln, lagen unabhängig von der Applikationszeit 
(10 oder 30 min) im gleichen Bereich. 

 
Abb. 3-27 Abhängigkeit der Frequenzänderung von der Applikationszeit der DP1A-Variante wäh-
rend der QCM-Messung 
Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren während einer 
Applikationszeit von 10 min (blaue Kurve) und 30 min (grüne Kurve). Es wird beispielhaft eine Kurve 
pro Applikationszeit gezeigt (s. Legende). Die Messung lässt sich in drei Schritte unterteilen: 1 – Äqui-
librierung des Sensors mit PBS (für die beiden Applikationszeiten identisch), 2 – Proteinapplikation für 
die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet (I – 1. Phase, II – 2. Phase), 3 – Finaler Wasch-
schritt mit PBS (für die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet). Die finalen Frequenzände-
rungen (∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Messdaten 
aller Messungen sind Tabelle 3-12 zu entnehmen. 
 

Tabelle 3-12 Zusammenfassung der finalen Frequenzänderungen aus den QCM-Messungen zur 
Abhängigkeit von der Applikationszeit der DP1A-Variante. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei 
Messungen (n = 3, SD = Standardabweichung). 

Applikationszeit (min) ∆f1 (Hz) ∆f2 (Hz) ∆f3 (Hz) Mittelwert ∆f (Hz) SD (Hz) 
10 222,47 213,5 278,75 238,25 35,36 
30 226,07 239,53 275,08 246,89 25,32 

 

Zusammenfassend zeigte dieser Versuch, dass die Applikationszeit keinen signifikanten Ein-
fluss auf die finale Frequenzänderung hat. Das Adhäsionsverhalten auf die SiO2-OF war un-
abhängig von der Dauer der Applikation. Zudem zeigte auch das Kohäsionsverhalten keinen 
Einfluss auf das finale ∆f. Aus diesem Grund wurde für alle weiteren Versuche zum Verhalten 
der Proteinadsorption der DP mittels QCM eine Dauer von 10 min festgelegt. 

3.3.2.3 Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur 
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zum Einfluss der Temperatur auf das Adsorptions-
verhalten der DP1A-Variante auf SiO2-Sensoroberflächen (OF) gezeigt. Aufgrund des tempe-
raturresponsiven ELP-Blocks als kohäsive Einheit in der DP1A-Variante (Abb. 3-1, S. 51) war 
die Untersuchung der Proteinadsorption bei verschiedenen Temperaturen von großem Inte-
resse. Wie bereits in den vorangestellten Kapiteln erläutert, wurde für die Messung eine Pro-
teinkonzentration von 0,1 mg/mL in ITC-Puffer (Kap. 3.3.2.1, S. 97) und eine Applikationszeit 
von 10 min (Kap. 3.3.2.2, S. 99) festgelegt. Für die Messreihen wurden folgende Temperatu-
ren untersucht: 15 °C, 25 °C und 35 °C. Durch die externe Probenkammer (LiquiBox) des 
q.Cell T Systems (3T Analytik GmbH) konnte sowohl eine konstante Temperatur der Proben 
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und Puffer als auch der Durchflusszelle während der Messung gewährleistet werden. Beispiel-
haft ist eine Kurve pro Applikationstemperatur dargestellt (Abb. 3-28, S. 102, Legende). 
Bei den Messungen konnten unabhängig von der Temperatur die zwei Phasen der Proteinad-
sorption der DP1A-Variante auf die SiO2-OF beobachtet werden. Wie bereits in den vorherigen 
Kapiteln beschrieben, ist davon auszugehen, dass in der 1. Phase die SiO2-OF vollständig mit 
Protein benetzt wird (Adhäsion), während in der 2. Phase inter- und intramolekulare Protein-
schichten (multilayer) durch den kohäsiven ELP-Block der DP1A-Variante ausgebildet werden. 
Bei den verschiedenen Messtemperaturen ist zu beachten, dass die Oszillation des Schwing-
quarzes bereits durch den Temperaturunterschied beeinflusst wird und zu einer Frequenzver-
schiebung führt [Lee et al., 2020; Walls und Gagnepain, 1992; Wessels et al., 2013]. Insge-
samt wurden in diesem Experiment vergleichbare finale ∆f-Werte unabhängig von der Tempe-
ratur nach dem PBS-Waschschritt gemessen (Tabelle 3-13, S. 102). Die Temperatur scheint 
demnach keinen Einfluss auf die Benetzung der Sensoren mit Protein (Adhäsion) zu haben. 
Dennoch sind Unterschiede vor allem im Kurvenverlauf der 2. Phase des 2. Schritts der Pro-
teinadsorption zu erkennen. Dies lässt Rückschlüsse auf das Kohäsionsverhalten der DP1A-
Variante zu. Bei einer Temperatur von 15 °C (schwarze Kurve) wurde nach 10-minütiger Pro-
teinapplikation eine maximale Frequenzänderung von 243 Hz (Kennzeichnung durch *) erhal-
ten. Bei 25 °C (grüne Kurve) waren es im Verlauf der Messung bereits 298 Hz (Kennzeichnung 
durch *). Eine Ausnahme stellt allerdings die Messung bei 35 °C (blaue Kurve) dar. Wie an-
hand des Kurvenverlaufs zu erkennen, sind Schwankungen während der QCM-Messung auf-
getreten. Diese Schwankungen sind durch die bereits im Probengefäß entstehenden Protein-
interaktionen zu begründen. Die Proteinlösung (c = 0,1 mg/mL) im Reaktionsgefäß war bei 
35 °C trüb. Bei dieser Temperatur kommt es durch den ELP-Teil der DP1A-Variante zu intra- 
und intermolekularen Interaktionen. Dieser Zusammenhang wurde in dieser Arbeit bereits in 
den Messungen mittels nanoDSF bestätigt (Kap. 3.3.1, Abb. 3-23 C, grüne Kurve, S. 92). Der 
Beginn der Aggregation konnte durch die Zunahme der Lichtstreuung bei 23 °C nachgewiesen 
werden. Demzufolge liegen die Proteine bei 35 °C hauptsächlich als Proteinagglomerate vor. 
Bei 35 °C (Abb. 3-28, S. 102, blaue Kurve) während der QCM-Messung wurde eine maximale 
Frequenzänderung von 462 Hz (Kennzeichnung durch *) beobachtet. Neben der Ausbildung 
von Proteinschichten kann dieses ∆f ebenfalls auf eine Ablagerung von Proteinagglomeraten 
zurückzuführen sein, die sich während der Messung auf dem Sensor ablagern, jedoch leicht 
mit PBS wieder abgespült werden können. Je nach Zugänglichkeit der Proteinanteile, die für 
die Adsorption an den Sensor verantwortlich sind bzw. je nach Anteil bereits entstehender 
Aggregate deren Größe variieren kann, zeigt sich eine inhomogene Wechselwirkung mit dem 
Sensor. Aus diesem Grund ergaben die Messungen bei 35 °C im Durchschnitt keine erhöhten 
finalen ∆f-Werte im Vergleich zu den geringeren Temperaturen (∆f15°C = 212,94 Hz; ∆f25°C = 
233,18 Hz; ∆f35°C = 236,08 Hz). Die Ergebnisse aus der dreifach Bestimmung sind in Tabelle 
3-13 (S. 102) zusammengefasst und die Frequenzplots aller Messungen sind dem Anhang 
(Kap. 8.2, Abb. 8-26, S. 189) zu entnehmen. 



3   Ergebnisse          102 

 

 
Abb. 3-28 Abhängigkeit der Frequenzänderung von der Temperatur während der QCM-Messung 
Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren während einer 
Applikationszeit von 10 min bei verschiedenen Messtemperaturen (15 °C – schwarze Kurve, 25 °C – 
grüne Kurve, 35 °C – blaue Kurve). Es wird beispielhaft eine Kurve pro Messtemperatur gezeigt (s. 
Legende). Die Messung lässt sich in drei Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 
2 – Proteinapplikation, 3 – Finaler Waschschritt mit PBS. Die finalen Frequenzänderungen (∆f) ergeben 
sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Messdaten aller Messungen sind 
Tabelle 3-13 zu entnehmen. 
 
Durch die starken Interaktion des Proteins bei 35 °C und das Vorhandensein von Mikroaggre-
gaten, sind die Ergebnisse dieser Messungen nicht verlässlich. Anhand der dreifach Bestim-
mung ist ersichtlich, dass die finalen ∆f-Werte mit einer Standardabweichung von 159,08 Hz 
stark variieren (Tabelle 3-13, S. 102). Obwohl die Daten aus den Analysen mittels nanoDSF 
bereits den Beginn der Aggregation bei 23 °C zeigten (Kap. 3.3.1, Abb. 3-23 C, grüne Kurve, 
S. 92), konnte auch in diesem Experiment mittels QCM dieses Aggregationsverhalten der 
DP1A-Variante bestätigt werden. 

Tabelle 3-13 Zusammenfassung der finalen Frequenzänderungen aus den QCM-Messungen zur 
Temperaturabhängigkeit. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei Messungen (n = 3, SD = Stan-
dardabweichung). 

Messtemperatur (°C) ∆f1 (Hz) ∆f2 (Hz) ∆f3 (Hz) Mittelwert ∆f (Hz) SD (Hz) 
15 212,97 204,41 221,43 212,94 8,51 
25 233,54 239,92 226,07 233,18 6,93 
35 204,3 95,29 408,66 236,08 159,08 

3.3.2.4 Vergleichende Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von Designer-Pro-
teinen auf SiO2-Oberflächen 

Nach erfolgreicher Etablierung der Messparameter mit der DP1A-Variante wurde das Adsorp-
tionsverhalten der Designer-Proteine (DP) ohne und mit DOPA-Modifikation untersucht. In den 
vorangestellten Kapiteln wurde der Einfluss der Proteinkonzentration (Kap. 3.3.2.1, S. 97), der 
Applikationszeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) sowie der Messtemperatur (Kap. 3.3.2.3, S. 100) auf die 
Proteinadsorption der DP1A-Variante an die SiO2-Sensoroberfläche (OF) gezeigt. Daraus 
ergaben sich final folgende Parameter, die für die QCM-Messungen ausgewählter DP festge-
legt wurden: 0,1 mg/mL Proteinlösung und 10 min Proteinapplikation bei 25 °C. Die experi-
mentellen Bedingungen für den Vergleich der DP sind in Kap. 2.2.7.1 (S. 48) beschrieben. 

3.3.2.4.1 Untersuchungen zur Proteinadsorption der Designer-Proteine 
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Vergleichend wurden die Proteinvarianten Mefp-3, Mgfp-3, DP1A-Variante und DP2 ohne und 
mit DOPA-Modifikation untersucht. Basierend auf der Aufarbeitung sowie dem nach den je-
weiligen Proteineigenschaften beruhenden Löslichkeitsverhalten, lagen die Proteine in ver-
schiedenen Puffern vor. Aufgrund der Löslichkeit konnten die rekombinanten Mfp-3-Proteine 
nur in 5 % HAc (Mefp-3) und 25 % HAc (Mgfp-3) in Lösung gebracht werden. Auch in der Natur 
befinden sich die Mfp in einem sauren Milieu in der Muschelsekretionsdrüse, die einen pH-
Wert von ca. 5,5 besitzt [Yu et al., 2011a]. Alle Proteinproben wurden entsprechend Tabelle 
2-22 (S. 49) bereitgestellt. Als Negativkontrolle diente eine Stammlösung von 1 mg/mL BSA in 
PBS. MAPTrixTM wurde als Positivkontrolle verwendet. MAPTrixTM ist eine kommerziell erhält-
liche Matrix auf der Basis von adhäsiven Muschelfußproteinen (Mfp). Dabei handelt es sich 
um ein Fusionsprotein, welches neben Mfp-3 und Mfp-5 auch Anteile des Kollagen-ähnlichen 
Mfp-1 enthält (vgl. Abb. 1-8, S. 13 und Tabelle 1-2, S. 13). Aus diesem Grund ist MAPTrixTM 

ebenfalls ein designtes Protein bestehend aus adhäsiven und kohäsiven Anteilen. 
Die Ergebnisse der gemittelten finalen Frequenzänderungen (∆f) sind in einem Säulendia-
gramm und tabellarisch dargestellt (Abb. 3-29, S. 104 und Tabelle 3-14, S. 105). Die Fre-
quenz- und Dissipationsplots aller Messungen sind dem Anhang zu entnehmen (Kap.8.2, Kon-
trollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). Betrachtet man 
das Adsorptionsverhalten der adhäsiven Einzelblöcke (Abb. 3-29, hellgrüne Säulen) an die 
SiO2-OF zeigt sich, dass Mefp-3 (M. edulis) eine größere Frequenzänderung mit 58,19 Hz 
(± 4,58 Hz) als Mgfp-3 (M. galloprovincialis) mit 12,53 Hz (± 6,62 Hz) hervorruft. Wie bereits 
gezeigt, besitzen die beiden Proteine (Mefp-3 & Mgfp-3) eine Sequenzähnlichkeit von 58,3 % 
(Kap. 1.4.1.1.1, Abb. 1-9, S. 15). Demnach ist das unterschiedliche Adsorptionsverhalten der 
beiden Proteine sehr interessant und lässt auf einen Einfluss des in Abb. 1-9 (S. 15) gelb un-
terlegten Sequenzbereiches –RYN– in Mefp-3 schließen. Darüber hinaus führte die Modifika-
tion der Tyr zu DOPA (Abb. 3-29, dunkelgrüne Säulen) in den Proteinsequenzen zu einer ver-
besserten Adsorption. Für modifiziertes Mefp-3 konnte im Durchschnitt ein ∆f von 70,84 Hz 
(± 8,76 Hz) erhalten werden und für mod. Mgfp-3 23,03 Hz (± 4,05 Hz). In beiden Fällen führte 
die Funktionalisierung durch die Einführung weiterer Hydroxylgruppen in die Mfp-3 zu einer 
stärkeren Frequenzänderung um ca. 11 Hz. 
Im Vergleich dazu zeigt die DP1A-Variante (Abb. 3-29, blaue Säulen) unter den getesteten 
Bedingungen ein deutlich besseres Adsorptionsverhalten. Die finale Frequenzänderung der 
unmod. Proteinvariante (hellblaue Säule) betrug im Mittel 233,18 Hz (± 6,93 Hz). Durch die 
Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA konnte die Proteinadsorption an die SiO2-
OF auf ca. 300 Hz (dunkelblaue Säule) erhöht werden. Somit zeigte der zusätzliche ELP-Block 
in der DP1A-Variante, der zur Ausbildung der kohäsiven Interaktionen beiträgt, einen positiven 
Effekt auf das Adsorptionsverhalten im Vergleich zum Mefp-3 Einzelblock.  
Betrachtet man die Ergebnisse von DP2, welches ebenfalls adhäsive und kohäsive Protein-
Blöcke enthält, konnte dieser Effekt nicht im gleichen Maße gezeigt werden. Im Gegensatz zur 
DP1A-Variante basiert DP2 auf Tropoelastin (TE, Isoform 2) als kohäsiven Proteinanteil (Abb. 
3-1, S. 51). Die Messungen mit DP2 ergaben durchschnittlich ein finales ∆f von 41,03 Hz 
(± 5,28 Hz) und liegen damit unterhalb der ∆f-Werte von Mefp-3. Nach Analyse des DOPA-
modifizierten DP2 konnte ein Wert von 101,3 Hz (± 18,03 Hz) bestimmt werden. DP2 erfuhr 
demnach mehr als eine Verdopplung des ∆f-Wertes bzw. der Adsorptionsstärke. Bei keinem 
anderen Designer-Protein war der Effekt der Modifikation so stark zu sehen wie bei DP2. Ne-
ben den Tyr im Mefp-3-Block befinden sich auch 15 Tyr im TE-Block von DP2. Es ist davon 
auszugehen, dass die Hydroxylierung TE-enthaltener Tyr zu DOPA ebenfalls einen positiven 
Einfluss auf die Adsorption von DP2 an die SiO2-OF hervorrief. Die insgesamt geringere 
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Adsorptionsstärke (∆f) des DP2-Proteins könnte darauf zurückzuführen sein, dass unter den 
getesteten Bedingungen die intra- und intermolekularen Interaktionen im TE-Block sehr stark 
ausgeprägt waren. Weitere Untersuchungen mit verschiedenen Parametern (Pufferbedin-
gung, Temperatur) sind notwendig, um diesen Sachverhalt näher zu charakterisieren.  

 
Abb. 3-29 Proteinadsorption der Designer-Proteine an Sensoren mit SiO2-Oberfläche 
QCM-Messungen zur finalen Frequenzänderung (∆f) der verschiedenen DP: Mefp-3, Mgfp-3, DP1A-
Variante und DP2 (n = 3). Die Proteinlösungen mit einer Konzentration von je 0,1 mg/mL im jeweiligen 
Puffer (Tabelle 2-22, S. 49) wurden mit einer konstanten Flussrate von 60 µL/min bei 25 °C für 10 min 
injiziert. Vergleichend ist das Adsorptionsverhalten an SiO2-Sensoroberflächen adhäsiver Einzelblöcke 
(grüne Säulen) als auch von DP aus einer Kombination adhäsiver und kohäsiver Protein-Blöcke (blaue 
Säulen) gezeigt. Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der ent-
haltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) ist gekennzeichnet und im entsprechenden 
dunkleren Farbton gezeigt. BSA (orange Säule) diente als Negativkontrolle und MAPTrixTM (graue 
Säule) als Positivkontrolle. 
 
Im Vergleich ergaben die Kontrollen folgende Resultate. Die Positivkontrolle MAPTrixTM (graue 
Säule) zeigte im Durchschnitt eine finale Frequenzänderung von 72,28 Hz (± 1,25 Hz). Dieses 
Ergebnis ist mit den Daten von mod. Mefp-3 (70,84 ± 8,76 Hz) vergleichbar. Der Einfluss des 
Kollagen-ähnlichen Mfp-1 in MAPTrixTM als kohäsiver Proteinanteil ist nicht so stark, wie der 
des ELP-Blocks in der DP1A-Variante. Das in dieser Arbeit produzierte rekombinante Mefp-3 
als adhäsiver Einzelblock zeigte in modifizierter Form ein ähnliches Verhalten wie das kom-
merziell erworbene MAPTrixTM.  
Als Negativkontrolle wurde, auch für den Vergleich mit der Literatur, BSA (orange Säule) un-
tersucht. Da nicht von besonderen oder starken Adsorptionseigenschaften auszugehen war, 
wurde das Protein in einer Konzentration von 1 mg/mL in PBS, also 10-fachen Überschuss, 
eingesetzt. Das finale ∆f betrug 28,17 Hz (± 7,281 Hz). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit 
den Referenzdaten für Gold-beschichtete QCM-Sensoren (~ 30 Hz) [Kim et al., 2018]. Im Ver-
gleich zu den DP zeigte lediglich Mgfp-3 (c = 0,1 mg/mL) etwas geringere ∆f-Werte als BSA.  
 

Zusammenfassend lieferten die Resultate der QCM-Messungen vielversprechende Ergeb-
nisse für die Grundidee des Protein-Designs mit einer Kombination aus kohäsiven und adhä-
siven Protein-Blöcken. Aus den Daten zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens der DP 
auf Sensoren mit SiO2-OF konnte die Arbeitshypothese in der vorgelegten Arbeit erfolgreich 
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bestätigt werden. Adhäsive Blöcke ermöglichen die Haftung an Oberflächen, während die ko-
häsiven Blöcke zur inneren Festigkeit und Stabilität beitragen. Es wurde gezeigt, dass eine 
Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken in der DP1A-Variante (~ 240 Hz) 
zu einer verbesserten Adsorption im Vergleich zu den adhäsiven Mfp-3-Einzelblöcken 
(~ 25 Hz) führt und somit die Adsorption um Faktor 9,6 erhöht werden konnte. Durch die post-
translationale Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr innerhalb der DP zu DOPA durch die 
in der Arbeit rekombinant hergestellte mikrobielle Tyrosinase (Kap. 3.2.1.2, S. 54), konnte zu-
sätzlich ein positiver Effekt auf die Bindung an die SiO2-Sensoren nachgewiesen werden. Der 
positive Einfluss von Hydroxylierungen in der Proteinsequenz konnte für alle getesteten DP 
auf die Adsorption an die hydrophile Sensoroberfläche bestätigt werden. Diese Ergebnisse 
bieten eine vielversprechende Grundlage für die materialwissenschaftlichen Untersuchungen 
zu den Zug-Scher-Kräften der Designer-Proteine an der Zwick/Roell-Maschine, die in Kapitel 
3.3.3 (S. 109) vorgestellt werden. 
 

Tabelle 3-14 Zusammenfassung der finalen Frequenzänderungen aus den QCM-Messungen der 
Designer-Proteine und deren modifizierten (mod.) Proteinvarianten (Modifikation durch Hydro-
xylierung der enthaltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase). Parameter der 
Proteinapplikation: Konzentration = 0,1 mg/mL im jeweiligen Puffer (Tabelle 2-22, S. 49) mit Aus-
nahme von BSA = 1 mg/mL, Flussrate = 60 µL/min, T = 25 °C, t = 10 min. Gezeigt sind jeweils die 
Ergebnisse aus drei Messungen (n = 3, SD = Standardabweichung). 

Protein ∆f1 (Hz) ∆f2 (Hz) ∆f3 (Hz) Mittelwert ∆f (Hz) SD (Hz) 
Mefp-3 55,92 55,2 63,46 58,19 4,575 
mod. Mefp-3  63,48 80,53 68,51 70,84 8,761 
Mgfp-3 19,61 11,46 6,51 12,53 6,615 
mod. Mgfp-3  27,37 22,38 19,35 23,03 4,050 
DP1A-Variante 233,54 239,92 226,07 233,18 6,932 
mod. DP1A-Variante 293,18 278,98 321,95 298,04 21,893 
DP2 44,63 43,48 34,97 41,03 5,277 
mod. DP2 88,96 92,95 122 101,30 18,035 
Negativ Kontrolle: BSA 33,04 31,67 19,8 28,17 7,281 
Positiv Kontrolle: MAPTrixTM 70,89 73,32 72,63 72,28 1,252 

 

3.3.2.4.2 Untersuchungen zum Dissipationsverhalten der Designer-Proteine 
Parallel zur Proteinadsorption wurde mit dem QCM-D Gerät qCell T (3T-Analytik) das Dissipa-
tionsverhalten der Designer-Proteine (DP) bestimmt (Kap. 2.2.7.1, S. 48). Beim Abschalten 
der Stromversorgung liefert die Änderung der Energiedissipation aus dem System (ΔD) Infor-
mationen über die viskoelastischen Eigenschaften der jeweiligen Probe [Edvardsson et al., 
2005]. Dabei sind weiche, hoch viskoelastische Moleküle bzw. Molekülschichten in der Lage, 
das Ausschwingverhalten des Quarzes stärker zu beeinflussen als starre kleine Moleküle bzw. 
Molekülschichten, welche durch die Interaktion mit der Umgebung z. B. durch Reibung nur 
eine geringe Energiedämpfung verursachen. Für die Messungen wurden wie bereits in Kapi-
tel 3.3.2 (S. 96) erläutert SiO2-Sensoren verwendet.  
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Abb. 3-30 Dissipationsverhalten der Designer-Proteine an Sensoren mit SiO2-Oberfläche 
Dissipationsverhalten (ΔD) der verschiedenen Designer-Proteine (DP) zur Bestimmung der viskoelasti-
schen Eigenschaften während einer Applikationszeit von 10 min, einer Flussrate von 60 µL/min bei 
25 °C, Proteinkonzentration 0,1 mg/mL im entsprechenden Puffer (Tabelle 2-22, S. 49), BSA 1 mg/mL. 
Es wird beispielhaft ein Frequenz- und Dissipationsplot pro Protein gezeigt (s. Legende). Die Messung 
lässt sich in drei Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* – Äquilibrierung des 
Sensors mit 5 % HAc bei den Muschelfußproteinen, 2 – Proteinapplikation, 3 – Finaler Waschschritt mit 
PBS. Vergleichend ist das Dissipationsverhalten an SiO2-Sensoroberflächen adhäsiver Einzelblöcke 
(grüne Kurven) als auch von DP aus einer Kombination adhäsiver und kohäsiver Protein-Blöcke (blaue 
Kurven) gezeigt. Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der ent-
haltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) ist gekennzeichnet und im entsprechenden 
dunkleren Farbton gezeigt. BSA (orange Kurven) diente als Negativkontrolle und MAPTrixTM (graue 
Kurven) als Positivkontrolle. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen Messungen sind dem Anhang zu 
entnehmen (Kap. 8.2, Kontrollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). 
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Die Daten aus drei unabhängigen Messungen pro Proteinvariante sind in einem Diagramm 
dargestellt und dem Anhang zu entnehmen (Kap. 8.2, Kontrollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: 
Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). Zur Veranschaulichung wird in diesem Kapitel in 
Abb. 3-30 eine Kurve für jedes Protein und die Kontrollen gezeigt. Die Messung lässt sich wie 
bereits erläutert in drei Schritte unterteilen: Äquilibrierung des Sensors mit PBS (1), Äquilibrie-
rung des Sensors mit 5 % HAc bei den Muschelfußproteinen (1*),  Proteinapplikation (2) und 
finaler Waschschritt mit PBS (3). Zunächst sollen die Kontrollen betrachtet werden. In Abb. 
3-30 A ist das Dissipationsverhalten der Negativkontrolle BSA (orange) gezeigt. Durch die Pro-
teinapplikation (Schritt 2) kommt es zu einer deutlichen Veränderung der Frequenz während 
sich die Dissipation über den gesamten Messzeitraum kaum verändert. Folglich handelt es 
sich bei BSA um eine feste Proteinschicht. Im Gegensatz dazu zeigte die Positivkontrolle MAP-
TrixTM (grau) in Abb. 3-30 B die Ausbildung einer viskoelastischen Proteinschicht. Im Verlauf 
der Messung wurde eine Dissipation von insgesamt ca. 50 Hz gemessen. Nach dem finalen 
Waschschritt mit PBS (Schritt 3) konnte ein finales ΔD von 20 Hz bestimmt werden. 
 

Im Folgenden werden die adhäsiven Einzelblöcke (grüne Kurven) Mefp-3 und Mgfp-3 betrach-
tet. Wie eingangs erwähnt, lagen aufgrund der Löslichkeit Mefp-3 in 5 % HAc und Mgfp-3 in 
25 % HAc vor. In Abb. 3-30 C sind die Frequenzverläufe von nicht-modifiziertem (hellgrün) und 
modifiziertem (dunkelgrün) Mefp-3 gezeigt. Die Dissipationsänderung ist vergleichbar mit der 
von MAPTrixTM. Außerdem ist sie unabhängig vom Hydroxylierungsgrad von Mefp-3. Somit 
handelt es sich bei Mefp-3 und mod. Mefp-3 um viskoelastische Proteinschichten. Nach dem 
finalen Waschschritt mit PBS erreicht das ΔD nahezu den Ausgangswert. Im Vergleich dazu 
konnte bei Mgfp-3 in Abb. 3-30 D in drei unabhängigen Messungen ein Unterschied im Dissi-
pationsverhalten zwischen nicht-modifiziertem (hellgrün) und modifiziertem (dunkelgrün) 
Mgfp-3 nachgewiesen werden. Aufgrund des Aufarbeitungsprozesses und dem Löslichkeits-
verhalten lag Mgfp-3 in 25 % HAc vor. Im Allgemeinen war von einer Wechselwirkung zwi-
schen Essigsäure und der SiO2-Oberfläche (OF) auszugehen. Die QCM-Messungen konnten 
diese Vermutung bestätigen. Während der Proteinapplikation führte die Verringerung des pH-
Werts unter den isoelektrischen Punkt, (pISiO2 = 3 [Givens et al., 2017]), durch HAc zu einer 
vollständigen Protonierung aller Si-OH-Gruppen. Folglich ist die Massenzunahme plausibel, 
da die zusätzlichen Protonen eine Masse besitzen (aus Si-O wird Si-OH). Bei genauerer Be-
trachtung ist jedoch zu beachten, dass durch die QCM-Messung nicht nur die Oberfläche 
selbst, sondern auch angelagerte Moleküle und Ionen erfasst werden. Vor Zugabe von HAc 
ist die SiO2-OF negativ geladen. In der PBS-Lösung liegen diese negativen Ladungen jedoch 
nicht frei vor, sondern es bildet sich eine Art Stern-Schicht aus, sodass die negativen Ladun-
gen durch K+ und Na+ ausgeglichen werden. Beide Kationen sind sehr viel schwerer als H+, 
sodass beim Ansäuern eher ein Masseverlust zu erwarten wäre. Darüber hinaus haben die 
negativ geladenen Si-O Gruppen ein größeres Dipolmoment als die ungeladenen Si-OH Grup-
pen nach der Protonierung, wodurch weniger Wassermoleküle bei der Schwingung "mitgeris-
sen werden". Auch das würde eine Verringerung der Masse beim Ansäuern bedeuten. Sehr 
wahrscheinlich adsorbiert HAc selbst an die SiO2-OF und reduziert somit die Frequenz durch 
die höhere Masse. Dabei sind starke Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen der polaren 
HAc und den ebenfalls polaren Si-OH-Gruppen zu erwarten. Darüber hinaus kann Essigsäure 
sehr gut Wasserstoffbrücken ausbilden und damit an die Oberfläche binden.  
Um diesen Effekt von HAc auf den SiO2-Sensor weiterführend zu untersuchen, wurden 5 % 
und 25 % HAc als Probe während einer QCM-Messung eingesetzt. Die Analysen zeigten, dass 
die Essigsäurekonzentration keinen Einfluss auf die finale Frequenzänderung hat (s. Anhang, 
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Kap. 8.2, Abb. 8-27, S. 190). Nach dem finalen Waschschritt mit PBS lagen die Werte nahe 
null (f5 %HAc = 1,3 Hz; f25 %HAc = 4,22 Hz). Aus diesem Grund hat die höhere Essigsäurekonzent-
ration (25 % HAc) in der Probe mit Mgfp-3 keinen Einfluss auf die finale Frequenzänderung. 
Dennoch beeinflusst eine höhere Konzentration die Frequenzänderung während der Pro-
teinapplikation (Schritt 2) durch Adsorption von HAc an die SiO2-OF. Die Begründung liegt 
vermutlich in der Änderung des pH-Wertes [Kosmulski, 2016; Parks, 1965]. SiO2-OF sind wie 
bereits erläutert sehr anfällig gegenüber pH-Änderungen, die in diesem Fall durch HAc her-
vorgerufen werden. Insgesamt führte die höhere Essigsäurekonzentration in der Mgfp-3-Probe 
zu einer stärkeren Frequenz- als auch Dissipationsänderung während der Proteinapplikation 
(Schritt 2) im Vergleich zu den Ergebnissen von Mefp-3 (gelöst in 5 % HAc) in Abb. 3-30 C. 
Zusätzlich zeigten die Hydroxylgruppen (DOPA) in mod. Mgfp-3 einen stärkeren Effekt auf das 
Dissipationsverhalten als in mod. Mefp-3 (Abb. 3-30 C). Im Vergleich zu Mgfp-3 war das ΔD 
von mod. Mgfp-3 während der Proteinapplikation um 50 Hz größer. Nach dem Waschschritt 
mit PBS (Schritt 3) gab es im finalen ΔD (ca. 4 – 10 Hz) kaum Unterschiede zwischen allen 
Mfp-3-Proteinen. 
 

Zum Vergleich wurde das Dissipationsverhalten der Designer-Proteine DP1A-Varinate und 
DP2 untersucht. In Abb. 3-30 E sind die Ergebnisse der nicht-modifizierten (hellblau) und mo-
difizierten (dunkelblau) DP1A-Variante dargestellt. In beiden Proteinvarianten kommt es zur 
Ausbildung einer viskoelastischen Proteinschicht. Interessanterweise führte die Modifikation 
der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA in der DP1A-Variante zu einer Verringerung der Dissi-
pation. Neben dem Mefp-3-Anteil besteht die DP1A-Varinate aus ELP-Sequenzen als kohä-
sive Einheit (Kap. 3.1, s. 51). Die Modifikation im Protein scheint die intermolekularen Wech-
selwirkungen unter den getesteten Bedingungen so zu verändern, dass die Proteinschicht 
starrer im Vergleich zur nicht-mod. Variante wird. Das finale ΔD unterscheidet sich um 100 Hz 
(nicht-modifizierte DP1A-Variante: ~ 200 Hz, modifizierte DP1A-Variante: ~ 100 Hz). Im Ge-
gensatz dazu konnte für DP2 das gegenteilige Verhalten beobachtet werden. In Abb. 3-30 F 
sind die Ergebnisse von nicht-modifiziertem (hellblau) und modifiziertem (dunkelblau) DP2 ge-
zeigt. Bei nicht-mod. DP2 kommt es zur Ausbildung einer festen Proteinschicht und die Dissi-
pation ändert sich über den gesamten Messzeitraum kaum. Im Gegensatz dazu führte die 
Applikation von mod. DP2 zu einer starken Änderung in der Dissipation bis zu ca. 75 Hz. Nach 
dem finalen Waschschritt mit PBS (Schritt 3) wurde jedoch nahezu der Ausgangswert erreicht. 
Das Dissipationsverhalten von mod. DP2 ist wahrscheinlich auf die Hydroxylierungen im Tro-
poelastin (TE)-Teil (enthält 15 Tyr in Sequenz) zurückzuführen. Durch die zusätzlichen OH-
Gruppen scheinen die inter- und intramolekularen Wechselwirkungen in DP2 so beeinflusst zu 
werden, dass die Proteinschicht weicher und flexibler ist und es sich folglich um eine eher 
viskoelastische Schicht handelt. Das in der nicht-mod. Proteinvariante starre Proteingerüst 
wird durch die Modifikation gelockert und ermöglicht den Einbau von Wassermolekülen, 
wodurch möglicherweise eine Art Hydrogel entsteht und somit das Dissipationsverhalten von 
mod. DP2 erklären könnte.  
 

Insgesamt konnte durch die Betrachtung des Dissipationsverhaltens der Designer-Proteine ein 
zusätzlicher Aspekt zur Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften betrachtet wer-
den. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen Messungen sind dem Anhang zu entnehmen 
(Kap. 8.2, Kontrollen: Abb. 8-28, S. 190; Mfp-3: Abb. 8-29, s. 191, DP: Abb. 8-30, S. 192). In 
Tabelle 3-15 (S. 109) sind die Resultate zum Dissipationsverhalten zusammengefasst. 
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Tabelle 3-15 Zusammenfassung zum Dissipationsverhalten aus den QCM-Messungen der Desig-
ner-Proteine und deren mod. Proteinvarianten (Modifikation durch Hydroxylierung der enthalte-
nen Tyr zu DOPA mittels mikrobieller Tyrosinase). Parameter der Proteinapplikation: Konzentra-
tion = 0,1 mg/mL im jeweiligen Puffer (Tabelle 2-22, S. 49) mit Ausnahme von BSA = 1 mg/mL, 
Flussrate = 60 µL/min, T = 25 °C, t = 10 min. 

Feste Proteinschichten Viskoelastische Proteinschichten 
BSA  
DP2 

MAPTrixTM 

Mefp-3, mod. Mefp-3 
Mgfp-3, mod. Mgfp-3 
DP1A-Variante, mod. DP1A-Variante 
mod. DP2 

 
 
3.3.3 Untersuchungen zu den Klebeeigenschaften der Designer-

Proteine im Zug-Scher-Versuch 
In der Literatur sind Zug-Scher-Versuche zur Testung der Funktionalität eines proteinogenen 
Bindemittels vielfach beschrieben [Brennan et al., 2017; Cha et al., 2009; Choi et al., 2012; 
Gim et al., 2008; Smith und Callow, 2006]. Jedoch sind die verschiedenen Parameter hinsicht-
lich Feststoffanteil und Lösungsmittel in der Klebefuge sowie die Konditionierung der Prüfkör-
per (Dauer, Temperatur, Feuchtigkeit, Kraft) sehr divers (Tabelle 4-4, S. 143). Aus diesem 
Grund und zur besseren Vergleichbarkeit der Designer-Proteine (DP) untereinander wurde in 
den Experimenten die methodische Prüfvorschrift der DIN EN 1465 [DIN, 2009] sowie der EN 
ISO 291 [CEN, 2008] als Grundlage genutzt. Die Zug-Scher-Kräfte wurden darauf basierend 
nach der in Kap. 2.2.7.2 (S. 50) beschriebenen Messmethodik bestimmt. 
Zunächst erfolgten Vorversuche zur Testung des geeigneten Lösungsmittels. Untersucht 
wurde die Zug-Scher-Kraft von BSA (Kontrolle) und der DP1B-Variante in ddH2O, PBS und 
50 mM NaAc (pH 5.0). Die dargestellten Daten repräsentieren den arithmetischen Mittelwert 
mit der Standardabweichung (SD) als Fehlerbalken (Abb. 3-31). Insgesamt wurden fünf Prüf-
körper vorbereitet. An dieser Stelle ist es notwendig zu erläutern, dass nicht für jeden Prüfkör-
per ein verlässlicher Messwert erhoben werden konnte. Bei einer deutlich inhomogenen Ver-
teilung des Proteinklebers, Probenaustritt aus der Klebefuge oder Bruch bzw. Verformung des 
Fügeteils (Micaplatte/Aluminiumplatte) wurde der Messwert nicht in die Auswertung einbezo-
gen. Insgesamt wurden jedoch mindestens drei (n ≥ 3) Messdaten pro Protein und Bedingung 
verwendet. Die Standardabweichung betrug durchschnittlich 5 – 30 %.  
Bei dem Vergleich der Lösungsmittel war für die DP1B-Variante kaum ein Unterschied in den 
ermittelten Zug-Scher-Kräften zwischen ddH2O (weiß), PBS (schraffiert) und NaAc (gepunktet) 
zu erkennen. Für BSA (Negativkontrolle) gelöst in 50 mM NaAc wurde die höchste Kraft 
(0,87 ± 0,19 MPa) bestimmt. Elmers Glue als Positivkontrolle (grau) zeigte unter den geteste-
ten Bedingungen eine Zug-Scher-Kraft von 1,29 ± 0,17 MPa. In Vorversuchen wurde für die 
applizierte Menge Elmers Glue (50 µL) pro Prüfkörper eine Trockenmasse von ca. 38 % be-
stimmt (Kap. 8.2, Tabelle 8-10, S. 192). In der Literatur sind je nach Substratoberfläche und 
Prüfbedingungen im Mittel folgende Kräfte für Elmers Glue angegeben: ~ 3 MPa an Alumi-
nium, ~ 4,3 MPa an Stahl und 0,3 MPa an Teflon [Jenkins et al., 2017; Meredith et al., 2014; 
Schmidt et al., 2019]. 
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Abb. 3-31 Einfluss des Lösungsmittels auf die Zug-Scher-Eigenschaften an einer SiO2-OF 
Zug-Scher-Versuch zum Vergleich der Lösungsmittel: PBS (schraffiert), 50 mM NaAc; pH 5,0 (gepunk-
tet) und ddH2O (weiß). Als Positivkontrolle diente Elmers Glue (grau), Auftragung 50 µL (Trockenmasse 
20 ± 0,5 mg). Es wurden Micaplatten (25 x 75 mm, Science Services GmbH) mit einer Klebefläche von 
12,5 mm x 25 mm verwendet, OF - Oberfläche. 20 ± 0,5 mg Proteinpulver wurde mit 40 µL Lösungsmit-
tel auf dem Fügeteil homogenisiert. Anschließend wurde das zweite Fügeteil aufgebracht und die Prüf-
körper nach der Methodik in Kap. 2.2.7.2 (S. 50) konditioniert und am Prüfgerät „Proline Z020“ gemes-
sen. Einspannlänge 40 mm, Prüfgeschwindigkeit 2 mm/s, n ≥ 3. 
 
Darüber hinaus erfolgte eine Bruchbildbeurteilung. Neben der Zug-Scher-Festigkeit liefert der 
Verlauf des Bruches wichtige Informationen zur Verklebung. Dabei unterscheidet man u.a. 
zwischen einem Bruch in der Klebstoffmasse (Kohäsionsbruch) und Bruch zwischen Klebstoff 
und Fügeteil (Adhäsionsbruch) [Heine, 2003]. Bei einem Adhäsionsbruch verläuft der Bruch 
an der Haftungsoberfläche zwischen Bindemittel und Fügeteil. Dadurch wird der Klebstoff 
hauptsächlich von den Substratoberflächen getrennt. Bei einem Kohäsionsbruch im Kleber 
sind alle Fügeteiloberflächen nach dem Bruch noch mit Klebstoff bzw. Klebstoffresten bedeckt. 
Bei der Bruchbildbeurteilung zeigte sich, dass es bei der DP1B-Variante (8) und Elmers Glue 
(2) zum Adhäsionsbruch und bei BSA (1) zum Kohäsionsbruch kam (Abb. 3-32).  

 
Abb. 3-32 Bruchbilder nach den Zug-Scher-Versuchen an SiO2-Oberflächen 
Neben der Zug-Scher-Festigkeit liefert der Verlauf des Bruches wichtige Informationen zur Verklebung 
der Prüfkörper (Mica-Oberfläche). Dabei unterscheidet man im Allgemeinen zwischen einem Bruch in 
der Klebstoffmasse (Kohäsionsbruch) und Bruch zwischen Klebstoff und Fügeteil (Adhäsionsbruch). 
Dargestellt sind die Bruchbilder der folgenden Proben: 1 – BSA, 2 – Elmers Glue, 3 – Mefp-3, 4 – mod. 
Mefp-3, 5 – DP1A-Variante, 6 – mod. DP1A-Variante, 7 – Blend aus mod. Mefp-3 und mod. DP1A-
Variante im Verhältnis 1:2, 8 – DP1B-Variante, 9 – TE. 
 
Für die Zug-Scher-Versuche der DP wurde 50 mM NaAc (pH 5,0) als Lösungsmittel ausge-
wählt. Zwar zeigten die getesteten Lösungsmittel im Vorversuch für die DP1B-Variante keine 
Unterschiede, aber dennoch ist von einer besseren Adhäsion im sauren Milieu basierend auf 
dem natürlichen Adhäsionsverhalten der Muschelproteine (Kap. 1.4.1.1.2, S. 15) auszugehen. 
Dies betrifft insbesondere die modifizierten Proteinvarianten, die DOPA enthalten. Zur Kon-
trolle wurden drei Proben BSA und zwei Proben Elmers Glue mitgeführt. Diese Daten wurden 
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gemeinsam mit den Ergebnissen des Vorversuchs evaluiert und damit die Probenanzahl er-
höht. Die Beschaffenheit der Proteinlyophilisate unterschied sich je nach Sequenz und Modi-
fikation. Deshalb wurde der Applikationsschritt für modifiziertes Mefp-3 wie folgt angepasst. 
Der Proteinpuder (bräunlich) wurde während des Inkubierens bei RT wie ein Harz. Das Mate-
rial wurde auf das erste Fügeteil aufgebracht und mit 20 µL Puffer homogenisiert. Dabei bilde-
ten sich kleine Klümpchen, die sich nicht vollständig in Puffer resolubilisieren ließen. Aus die-
sem Grund wurde das Material so homogen, wie möglich verteilt und  das zweite Fügeteil 
aufgebracht. Dabei zeigte sich, dass durch den Druck dennoch eine Klebefuge zwischen den 
Fügeteilen entstand. Unabhängig vom Volumen des Lösungsmittels blieb jedoch der Feststoff-
anteil für alle Proteine gleich. Da für Klebstoffe im allgemeinen die Menge des Feststoffs in der 
Klebefuge angegeben wird [DIN, 2009], war durch diese Anpassung kein Einfluss auf das Zug-
Scher-Verhalten zu erwarten. Die Applikation der weiteren Proteine erfolgte nach dem in 
Kap. 2.2.7.2 (S. 50) beschriebenen Protokoll. DP2 sowie mod. DP2 waren aufgrund der Lyo-
philisat-eigenschaften (harzig) und der sehr hohen Klebrigkeit schlecht handhabbar und konn-
ten für die Untersuchungen der Klebeeigenschaften nicht verwendet werden. Unter den, im 
Rahmen der praktischen Versuche der vorliegenden Arbeit, getesteten Bedingungen konnte 
keine applizierbare Proteinlösung hergestellt werden, die auf die Fügeteile aufgebracht wer-
den konnte. 
Die Ergebnisse der gemittelten Zug-Scher-Kräfte aller getesteten Proteine (Mefp-3, DP1A-
Variante, TE) sind in einem Säulendiagramm (Abb. 3-33, S. 112) dargestellt. Zunächst wurden 
die Adhäsionseigenschaften an einer Mica-Oberfläche (SiO2-OF) bestimmt. Für den adhäsi-
ven Einzelblock Mefp-3 (hellgrün) wurden 0,95 ± 0,07 MPa ermittelt. Bei der Bruchbildbeurtei-
lung zeigte sich, dass es sich um einen Kohäsionsbruch (3) handelt (Abb. 3-32, S. 110). Damit 
lagen die Ergebnisse für Mefp-3 im Bereich der Protein-basierten Kontrolle mit BSA (orange, 
0,87 ± 0,19 MPa). Die Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA zeigte einen positi-
ven Effekt auf die Zug-Scher-Kraft und für mod. Mefp-3 (dunkelgrün) konnten 1,68 ± 0,13 MPa 
bestimmt werden (Kohäsionsbruch (4), Abb. 3-32, S. 110). Dies ist die größte Zug-Scher-Kraft 
aller gemessenen Proben in der vorliegenden Arbeit. Folglich zeigte mod. Mefp-3 auch eine 
bessere Klebkraft als die Positivkontrolle Elmers Glue (grau, 1,29 ± 0,17 MPa). Vergleichend 
wurde als kohäsiver Einzelblock rekombinant hergestelltes Tropoelastin (TE, freundlich bereit-
gestellt von M. Mende) verwendet. Unter den getesteten Bedingungen wurde für TE (violett) 
eine Zug-Scher-Kraft von 0,33 ± 0,07 MPa ermittelt. Erwartungsgemäß zeigte sich ein Adhä-
sionsbruch (9) an den Fügeteilen (Abb. 3-32, S. 110). Für die DP1A-Variante (hellblau) wurde 
die geringste Zug-Scher-Kraft von 0,23 ± 0,10 MPa bestimmt. Damit liegen die Ergebnisse im 
Wertebereich von TE. Wie bereits im Vorversuch für die DP1B-Variante gezeigt, kam es auch 
bei der DP1A-Variante zum typischen Adhäsionsbruch (5) mit einem Proteinfilm zwischen den 
beiden Fügeteilen (Abb. 3-32, S. 110). Die Adhäsion dieser Proteinvariante ist nicht ausrei-
chend, um unter den getesteten Bedingungen gut an der SiO2-OF zu haften. Auch durch Hyd-
roxylierung konnte die Zug-Scher-Kraft nur um ~ 0,3 MPa (dunkelblau, 0,54 ± 0,06 MPa) er-
höht werden und es war ein Proteinfilm (6) nach der Prüfung zwischen den Fügeteilen sichtbar 
(Abb. 3-32, S. 110). Diese Ergebnisse lassen sich durch den geringen Sequenzanteil des 
Mefp-3 erklären. Durch die während der Aufarbeitung auftretende Fragmentierung enthält 
DP1A insgesamt nur noch vier Tyr in der Peptidsequenz (Abb. 3-16, S. 79). Aus diesem Grund 
ist der Gesamtanteil an adhäsiven Sequenzen sehr gering und die kohäsiven Wechselwirkun-
gen werden begünstigt.  
Basierend auf diesen Resultaten wurde ein weiterer Ansatz getestet, bei dem ein Proteinge-
misch („Blend“) im Verhältnis 1:4 aus mod. Mefp-3 (5 mg) und mod. DP1A-Variante (15 mg) 
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sowie im Verhältnis 1:2 appliziert wurde. Durch die Mischung zeigte sich ein additiver Effekt. 
Im Verhältnis 1:4 (dunkelgrün gestreift) konnten die Adhäsionseigenschaften der mod. DP1A-
Variante um ~ 0,1 MPa verbessert werden (0,63 ± 0,15 MPa). Darüber hinaus wurde im Ver-
hältnis von 1:2 (dunkelgrün gestreift) eine Zug-Scher-Kraft von 1,01 ± 0,27 MPa ermittelt. Die 
Erhöhung des adhäsiven Anteils (mod. Mefp-3) zur DP1A-Variante im „Blend“ zeigte folglich 
einen positiven Effekt auf die Bindeeigenschaften an die SiO2-OF. Basierend auf der Definition 
zur Bruchbildbeurteilung handelt es sich bei dem Proteingemisch um einen Kohäsionsbruch 
(7), da beide Fügeteile mit Klebstoffresten benetzt waren (Abb. 3-32, S. 110). Im Vergleich zu 
DP1A-Variante und mod. DP1A-Variante, kam es durch den Zusatz von mod. Mefp-3 nicht zur 
Ausbildung eines Proteinfilms.  

 
Abb. 3-33 Zug-Scher-Eigenschaften der Designer-Proteine an SiO2- und Al-OF 
Vergleichende Untersuchungen der Zug-Scher-Kräfte adhäsiver Einzelblöcke (grün), TE als kohäsiver 
Einzelblock (violett) sowie von DP aus einer Kombination adhäsiver und kohäsiver Protein-Blöcke 
(blau). Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der enthaltenen Tyr 
zu DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) ist gekennzeichnet und im entsprechenden dunkleren 
Farbton gezeigt. Zusätzlich wurde ein Proteingemisch („Blend“) im Verhältnis 1:3 sowie 1:2 aus mod. 
Mefp-3 und mod. DP1A-Variante getestet (dunkelgrün, gestreift). BSA (orange) diente als Protein-ba-
sierte Kontrolle und Elmers Glue (grau) als Positivkontrolle. Es wurden Micaplatten (25 x 75 mm, Sci-
ence Services GmbH) als auch Aluminiumplatten (Al, Gemmel-Metalle) mit einer Klebefläche von 12,5 
mm x 25 mm verwendet, OF - Oberfläche. 20 ± 0,5 mg Proteinpulver wurde mit 40 µL 50 mM NaAc (pH 
5,0) auf dem Fügeteil homogenisiert. Anschließend wurde das zweite Fügeteil aufgebracht und die Prüf-
körper nach der Methodik in Kap. 2.2.7.2 (S. 50) konditioniert und am Prüfgerät „Proline Z020“ gemes-
sen. Einspannlänge 40 mm, Prüfgeschwindigkeit 2 mm/s, n ≥ 3. 
 
Zur besseren Vergleichbarkeit mit der Literatur wurden Mefp-3 und mod. Mefp-3 sowie BSA 
und Elmers Glue genutzt, um Fügeteile aus Aluminium (Al-OF) zu verkleben. Der Prozess und 
die jeweilige Applikation entsprachen den Versuchen mit Micaplatten (SiO2-OF). Die Zug-
Scher-Kräfte von Mefp-3 (0,68 ± 0,05 MPa), mod. Mefp-3 (1,39 ± 0,22 MPa) und Elmers Glue 
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(1,46 ± 0,46 Pa) lagen im Bereich der Werte gemessen an SiO2-OF (Abb. 3-33, S. 112). Die 
Bruchbinder sind dem Anhang zu entnehmen (Abb. 8-31, S. 193). Einen signifikanten Unter-
schied zwischen den getesteten Oberflächen zeigte BSA. Auf der Al-OF wurde nach Konditi-
onierung keine Klebefuge ausgebildet und es war keine Zug-Scher-Kraft messbar. Auch in der 
Literatur wurden mit Al-OF kaum messbare Zug-Scher-Kräfte (~ 0,07 MPa) für BSA bestimmt 
[Brennan et al., 2017; Yang et al., 2013]. Bislang wurde BSA in der Literatur als kein natürliches 
Adhäsiv (Vergleichsprotein) verwendet, um Fügeteile aus Gold, Aluminium oder Titan zu ver-
kleben und mit den Daten von adhäsiven Proteinen (z.B. Mfp, PC1, CP19) zu vergleichen. An 
diesen OF zeigte BSA kaum adhäsive Eigenschaften im Zug-Scher-Versuch und eignete sich 
gut als Negativkontrolle. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch Mica als Zieloberfläche für 
die Bindung Mfp-3-basierter DP festgelegt. An dieser OF agierte BSA als guter Kleber 
(0,87 ± 0,19 MPa) und bestätigte, dass sich Proteine anhand ihrer makromolekularen Eigen-
schaften im Allgemeinen gut als Klebstoff eignen. Mit dem Wechsel zur Al-OF zeigte sich deut-
lich der Unterschied zu Mefp-3, welches aufgrund seiner spezifischen Seitenketten eine gute 
Klebkraft an diesen OF aufweist. 
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4 Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und die rekombinante Produktion eines Pro-
tein-basierten Bindemittels für die Verwendung an SiO2-Oberflächen. Dafür wurden nach in-
tensiver Literaturrecherche adhäsive und kohäsive Proteinsequenzen ausgewählt und für die 
Entwicklung bester Bindungseigenschaften systematisch in einer Sequenzbibliothek kombi-
niert. Als adhäsiver Anteil wurden Muschelfußproteine ausgewählt, deren Sequenz  Tyrosine 
zur späteren Modifikation zu DOPA enthält (Kriterium I). Als kohäsiver Protein-Block sollten 
Elastin-ähnliche-Sequenzen in die artifiziellen Proteine eingebaut werden (Kriterium II). Für 
das Design der neuartigen Bindeproteine wurde das Muschelfußprotein-3 (Mfp-3) ausgewählt. 
Neben der Variante aus M. galloprovincialis (Mgfp-3), welche bereits von anderen Wissen-
schaftlern rekombinant gewonnen wurde [Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013], war auch 
Mfp-3 aus M. edulis (Mefp-3) Teil der Sequenzbibliothek. Die Mfp-3 weisen eine Ähnlichkeit 
von 58,3 % auf und unterscheiden sich nur geringfügig (Abb. 1-9, S. 15). Während in Mefp-3 
ein zusätzliches Tyrosin an Position 22 vorkommt, enthält Mgfp-3 im Gegensatz dazu N-ter-
minal zwei Tyrosine. Diese Tyrosine können durch Reaktion mit Tyrosinase zu DOPA hydro-
xyliert werden. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass sowohl die Position als auch die 
benachbarten Aminosäuren zu DOPA eine essentielle Rolle in der Bindung Mfp-basierter Se-
quenzen spielen und die Adhäsion beeinflusst werden kann [Degen et al., 2021; Li et al., 2020; 
Li et al., 2017]. Aufgrund der Sequenz-basierten Unterschiede in Mefp-3 und Mgfp-3, wurden 
in der vorliegenden Arbeit beide Varianten in den Designer-Proteinen (DP) untersucht. 
Im Anschluss an das Protein-Design wurde die rekombinante Produktion der DP sowohl im 
Schüttelkolben- als auch im Bioreaktormaßstab (15 L) in verschiedenen E. coli-Stämmen ver-
glichen. Dieser Aspekt stellte eine besondere Herausforderung der vorliegenden Arbeit dar, 
da es sich bei DP um künstliche, nicht-natürlich vorkommende Proteine handelt. In der Litera-
tur vergleichbarer Proteine erfolgte die Produktion lediglich im Schüttelkolbenmaßstab oder in 
≤ 5 L Bioreaktormaßstab (Tabelle 4-1, S. 122). Nach erfolgreicher Etablierung, Anpassung 
und Optimierung der Kultivierungsbedingungen folgte die Isolierung nach Auswahl geeigneter 
Reinigungsmethoden aus E. coli. Die Untersuchungen zur rekombinanten Produktion der DP 
und deren Ausbeuten werden in Kap.4.1 (S. 115) diskutiert. 
Für die anwendungsorientierte Funktionalisierung der DP wurde eine post-translationale Mo-
difikation Peptid-gebundener Tyr zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) durchgeführt. Alter-
nativ zu der oft in der Literatur eingesetzten Pilz-Tyrosinase wurde in der vorgelegten Arbeit 
eine mikrobielle Tyrosinase (His6-mTyr) verwendet. Die Untersuchungen zur rekombinanten 
Produktion sowie zur Aktivität der His6-mTyr werden in Kap. 4.2 (S. 123) diskutiert. In diesem 
Zusammenhang stellten der quantitative Nachweis der Hydroxylierung, sowie die Lokalisation 
der Modifikation in der Polypeptidkette der DP eine weitere Aufgabenstellung dar. 
Final erfolgten die funktionelle Charakterisierung, sowie die mechanische Testung der DP an 
SiO2-Oberflächen. Dabei war der Vergleich zwischen adhäsiven Einzelblöcken und den kom-
binierten DP, bestehend aus adhäsiven und kohäsiven Blöcken, interessant. Des Weiteren 
wurde der Einfluss der post-translationalen Modifikation von Tyr zu DOPA in den DP auf struk-
tureller als auch auf funktionaler Ebene untersucht. In Kap. 4.3 (S. 131) werden die Ergebnisse 
unter Beachtung der vorhandenen Literatur diskutiert. 
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4.1 Rekombinante Produktion von Mfp-3 und ELP-basierten 
Proteinen 

Zu Beginn der praktischen Arbeiten wurden für das Protein-Design, basierend auf dem Prinzip 
eines guten Klebstoffs (Abb. 1-2, S. 3), adhäsive und kohäsive Protein-Blöcke ausgewählt. In 
der vorliegenden Arbeit wurde das Muschelfußprotein-3 (Mfp-3) als zentraler Block für die Pro-
teinadhäsion an SiO2-Oberflächen festgelegt. Die Begründung zur Auswahl dieses Protein-
Blocks basierend auf den Literaturangaben ist in Kap. 1.4.1 (S. 11) erläutert. Daraus entwi-
ckelte sich die Mfp-3-basierte Fusionsbibliothek (Kap. 3.1, S. 51) deren Sequenzen in Tabelle 
3-1 und Abb. 3-1 (S. 51) vorgestellt wurden. Basierend auf den besonderen Material-eigen-
schaften und einer vergleichbar einfachen und schnellen Reinigungsmethode aus E. coli wur-
den Elastin-ähnliche Sequenzen als kohäsive Blöcke für die Designer-Proteine verwendet 
(Kap. 1.4.2, S. 18). Die Basis für das Protein-Design von DP1A/B war die ELP-Sequenz 
(VPGVG) aus der Arbeit von [Desai et al., 2016]. Die Forscher untersuchten den Zusammen-
hang zwischen der Anzahl an Pentapeptid-repeats in den ELP (höheres MW) und der se-
quenzspezifischen Übergangstemperatur (Tt), bei der sich das Polypeptid von einer unstruk-
turierten Anordnung (random-coil) zu geordneten intra- und intermolekularen β-Helix-Struktu-
ren (β-spiral, mit einem Typ II β-turn pro Pentamer) faltet (Abb. 1-12, S. 20) [Girotti et al., 2004]. 
Desai und Kollegen zeigten, dass sich Tt mit einer höheren Anzahl an Pentapeptid-repeats 
(VPGVG)n verringert: n = 50, Tt = 40 °C > n = 75, Tt = 34 °C > n = 100, Tt = 31 °C. Unter 
Abwägung der gewünschten Tt zur Reinigung von DP1A/B mittels ITC wurde der ELP-Block 
mit 75 Wiederholungen eingebaut (Kap. 3.1.1.2, S. 52). Neben einem ELP-Block in DP1A/B, 
wurde Tropoelastin (TE) aufgrund der ähnlichen Eigenschaften als kohäsive Einheit in DP2 
verwendet (Tabelle 3-1, S. 51). 
 

4.1.1 Rekombinante Produktion von Mfp-3-Proteinen 
Die biotechnologische Gewinnung von Mfp ist in den vergangenen 20 Jahren Gegenstand 
intensiver Forschung gewesen. Die Mfp wurden bislang mittels His6-tag über eine Affinitäts-
chromatografie unter denaturierenden Bedingungen gereinigt. Eine Übersicht ist in Tabelle 4-1 
(S. 122) dargestellt. In der vorgelegten Arbeit wurde für die rekombinante Produktion der Mfp-
3 Einzeldomänen ein neuer Ansatz gewählt und die Proteine wurden als His6-SUMO-
Fusionsproteine designt (Kap. 3.1.1.1, S. 52). Durch die Fusion mit dem eukaryotischen Pro-
tein SUMO (small ubiquitin-like modifier) kann die Löslichkeit sowie die Produktion rekombi-
nanter Proteine erhöht werden [Marblestone et al., 2006]. In der vorliegenden Arbeit konnte 
die Löslichkeit auch für die Mfp-3 erhöht werden. Die Zielproteine wurden in E. coli BL21 (DE3) 
pLysS produziert (Kap. 3.2.2.1, S. 59) und mittels IMAC gereinigt (Kap. 3.2.2.2, S. 61). Aus 
den Aufarbeitungen aus dem löslichen Zellextrakt konnten im Durchschnitt 2 mg/gBFM His6-
SUMO-Mefp-3 (~ 249 mg/LKultur) und 4,2 mg/gBFM His6-SUMO-Mgfp-3 (~ 457 mg/LKultur) gewon-
nen werden. Es konnte erstmalig eine erfolgreiche rekombinante Produktion von His6-SUMO-
Mefp-3 sowie die Gewinnung von Mefp-3 nach der enzymatischen Abspaltung von His6-SUMO 
mittels der SUMO-Protease (ScUlp1) gezeigt werden (Kap. 3.2.2.2.2, S. 62). Nach Verdau 
mittels ScUlp1 lagen beide Zielproteine vollständig als Präzipitat vor. Um die Zielproteine in 
Lösung zu bekommen, waren saure Bedingungen erforderlich (z.B. 25 % HAc). Der SUMO-
tag in His6-SUMO-Mefp-3 und His6-SUMO-Mgfp-3 trägt somit maßgeblich zur Löslichkeit der 
Mfp-3 bei. Nach Abspaltung des His6-SUMO-Proteins lag die Ausbeute für Mefp-3 bei 
~ 55 mg/LKultur und für Mgfp-3 bei ~ 100 mg/LKultur.  
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In der Literatur ist eine rekombinante Gewinnung für Mefp-3 aus M. edulis bislang nicht be-
schrieben. Für die Sequenzvariante aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) wurde eine Ausbeute 
von 2,5 mg/LKultur im 3 L Bioreaktormaßstab erhalten [Hwang et al., 2005]. Die Produktion eines 
Fusionsproteins aus Mgfp-3 und Mgfp-5 in E. coli in einem 10 L Bioreaktormaßstab lieferte 
eine Verbesserung der Proteinausbeute. Nach der Reinigung aus Inclusion bodies konnten 
Gim und Kollegen 39 mg/L fp-353 gewinnen [Gim et al., 2008]. Die bislang höchste Ausbeute 
mit 47 mg/LKultur Mgfp-3 wurde durch eine Codon-usage Optimierung des Gens für Mgfp-3 für 
E. coli und das Entfernen der nativen Signalsequenz erzielt [Yang et al., 2013]. In der vorlie-
genden Arbeit konnte die Ausbeute der Mgfp-3-Variante im Vergleich zu Yang und Kollegen 
durch die Verwendung des SUMO-Systems auf ~ 100 mg/LKultur verdoppelt werden (Tabelle 
4-1, S. 122). Darüber hinaus konnten die Proteine erstmalig löslich in E. coli im 9 L-Bioreak-
tormaßstab produziert werden und ein reproduzierbares Protokoll zur Gewinnung der Mfp-3 
wurde entwickelt.  
 

4.1.2 Rekombinante Produktion Elastin-basierter Sequenzen 
In der vorliegenden Arbeit konnten mittels dem angepassten Protokoll für das Inverse transi-
tion cycling (ITC, Kap. 2.2.5.2, S. 42) insgesamt 71 mg/LKultur DP1A-Variante, 69 mg/LKultur 

DP1B-Variante und 36 mg/LKultur DP2 produziert werden (Tabelle 4-1, S. 122). Damit liegen die 
Ausbeuten im Bereich der Literaturangaben ELP-basierter Proteine, die mittels ITC gewonnen 
wurden: ~ 30 mg/LKultur [Haider et al., 2005; Nagarsekar et al., 2002], 40 – 70 mg/LKultur [Meyer 
und Chilkoti, 1999], 16 – 87 mg/LKultur [Christensen et al., 2009], 85 mg/LKultur [Xia et al., 2011]. 
Seit den 1990er Jahren wurden bereits viele Aspekte der heterologen Produktion von ELP-
basierten Sequenzen untersucht. Meyer und Kollegen haben verschieden große ELP-
Fusionsproteine rekombinant in E. coli produziert [Meyer und Chilkoti, 1999]. Die Ausbeute an 
Fusionsprotein nahm mit zunehmender ELP-Länge für (VPGVG)n ab (70 mg/L bei n = 30 bzw. 
40 mg/L bei n = 180). Die ELP-Länge scheint jedoch keinen Einfluss auf die Effizienz der Rei-
nigung zu haben und alle Fusionskonstrukte konnten vollständig aus den Zelllysaten gewon-
nen werden („…recovery from cell lysate was complete for all fusion constructs.“). Christensen 
und Kollegen untersuchten den Einfluss der Position von ELP im Fusionsprotein auf das Ex-
pressionslevel in E. coli BLR (DE3), sowie die Ausbeuten an gereinigtem Protein [Christensen 
et al., 2009]. Die Positionierung von ELP am C-Terminus des Zielproteins (Protein-ELP) führte 
zu einer höheren Expression der vier untersuchten ELP-Fusionsproteine und folglich zu einer 
höheren Zielproteinausbeute. Insgesamt wurden Ausbeuten von ~ 16 – 87 mg/LKultur erzielt. 
Eine Ausnahme stellen die Ergebnisse von Chow und Kollegen dar [Chow et al., 2006]. Durch 
Medienoptimierung konnte eine enorme Steigerung der Produktivität mit einer Ausbeute von 
1,6 g/LKultur GFP-ELP in E. coli erreicht werden. Die SDS-PAGE-Analyse zeigte jedoch, dass 
es sich um ein Proteingemisch handelt. Neben der Zielproteinbande bei 65,5 kDa war eben-
falls eine Bande bei 55 kDa sichtbar. Die Forscher vermuteten, dass es sich um eine Verun-
reinigung handelt, die unspezifisch an das GFP-ELP binden kann. Diese Proteinbande wurde 
nicht weiter analysiert. Aus diesem Grund ist auch in dieser Studie eine Fragmentierung des 
Zielproteins, basierend auf den veröffentlichten Daten, nicht auszuschließen. 
 

In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass die Proteinbiosynthese hoch-repetitiver 
Zielproteine wie z.B. Spinnenseideproteine in E. coli durch die Bereitstellung der notwendigen 
t-RNAs limitiert ist und die Translation vorzeitig abgebrochen werden kann. Dies kann jedoch 
mit Hilfe von metabolic engineering optimiert werden [Xia et al., 2010]. In einer weiteren Studie 
wurde der metabolische Bedarf, der mit der rekombinanten Proteinproduktion basierend auf 
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Glucose und Glycerin einhergehen, mit drei unterschiedlichen Computer-gestützten Methoden 
ermittelt [Kaleta et al., 2013]. Daraus wurden die Aminosäuren (AS) Met, Phe und Leu identi-
fiziert, die die Biosynthesemaschinerie von E. coli am stärksten belasten. Darüber hinaus 
zeigte die Analyse, dass der Polymerisationsbedarf von Proteinen im Fall von Glycerin als C-
Quelle, fast vollständig durch die Energie, die bei der AS-Biosynthese entsteht, kompensiert 
werden konnte. Demzufolge ist Glycerin nach Beginn der rekombinanten Proteinproduktion 
als C-Quelle oft besser geeignet als Glucose. Beispielsweise wurde in der Studie von Luo und 
Kollegen die Biosynthese von TRAIL (engl. Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing 
Ligand) in E. coli um Faktor 1,59 unter Verwendung von Glycerin als C-Quelle (3,16 g/LKultur) 
im Vergleich zu Glucose (1,99 g/LKultur) nach Induktion erhöht [Luo et al., 2006]. 
In Bezug auf ELP-Sequenzen konnte dieser Zusammenhang auch in der bereits erwähnten 
studie von Chow und Kollegen gezeigt werden. Durch Zugabe von Glycerin und bestimmter 
AS zum Komplexmedium wurde die Proteinproduktion und folglich die Ausbeute einer Fusion 
aus GFP-ELP optimiert [Chow et al., 2006]. Entgegen der Erwartung zeigten auch AS wie z.B. 
Asn, Asp, Gln und Glu, die nicht in ELP-Sequenzen vorkommen, einen positiven Effekt auf die 
Proteinausbeute. Die Forscher stellten die Hypothese auf, dass die überproportionalen Men-
gen dieser AS in ELP und ELP-Fusionsproteinen eine viel höhere Anforderung an Stoffwech-
selwege und deren Metabolit-Zwischenprodukte stellen, als zelluläre E. coli Proteine und mög-
licherweise zu einer Erschöpfung der intrazellulären Aminosäurepools führen. E. coli ist in der 
Lage, alle für die Proteinsynthese erforderlichen 20 AS aus Ammoniumsalzen zu synthetisie-
ren. Die Biosynthese von AS wird stark durch Endproduktregulierung und Aminosäuretrans-
porter kontrolliert [Bailey und Ollis, 2018]. Eine mögliche Methode zur Wiederauffüllung der 
intrazellulären Aminosäurepools ist demzufolge die Zugabe von AS zum Medium. Daher 
würde die Ergänzung bestimmter AS, die dem glykolytischen Stoffwechselweg nachgelagert 
sind, für die rekombinante Proteinsynthese von Vorteil sein. Insgesamt konnte mit dem opti-
mierten Medium die Ausbeute von GFP-ELP im Schüttelkolben um das 36-fache auf 1,6 g/LKul-

tur gesteigert werden [Chow et al., 2006]. Anhand dieser Daten wurde ein interessanter Aspekt 
in der rekombinanten Produktion ELP-basierter-, aber auch anderer repetitiver Polypeptide, 
gezeigt. Aus diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Arbeit die Zugabe verschiedener 
AS (Gly, Pro, Asn, Asp, Gln, Glu) während der Kultivierung von E. coli BW3110 zur Produktion 
von DP1A getestet. Jedoch zeigte dieser Ansatz keine Verbesserung in der Ausbeute des 
Zielproteins (Daten nicht gezeigt). Die Ursache liegt vermutlich in der Verwendung unter-
schiedlicher Expressionssysteme. In der Literatur wurde E. coli BLR (DE3) verwendet. In die-
sem Stamm tritt häufig eine basale Genexpression auf, die bereits in der exponentiellen 
Wachstumsphase durch die Synthese eines rekombinanten Proteins, das Wachstum stark re-
duziert und folglich die Gesamtproteinausbeute reduziert [Hartnett et al., 2006]. In der vorlie-
genden Arbeit erfolgte die rekombinante Produktion von DP1A/B in E. coli BW3110. Durch das 
zu Grunde liegende positiv regulierte Promotorsystem, wurde eine Basalexpression ohne In-
duktor (Rhamnose) vermieden. Aus diesem Grund war die metabolische Last dieser E. coli 
Zellen geringer und der intrazelluläre Aminosäurepool war zu Beginn der Induktion noch nicht 
ausgeschöpft, weshalb die Zugabe von AS zum Medium vermutlich keine Verbesserung in der 
Zielproteinausbeute zeigte. Insgesamt konnte aber der positive Effekt von Glycerin im Medium 
auf die rekombinante Produktion ELP-haltiger Proteine bestätigt werden. In der vorgelegten 
Arbeit wurde unter Verwendung von TB-Medium (enthält 0,5 % (m/v) Glycerin) im Vergleich 
zu LB- oder MM-Medium eine höhere Proteinexpression (Beurteilung der Bandenintensitäten) 
von DP1A/B in E. coli BW3110 erzielt (Kap. 3.2.3.1.1, S. 68). 
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4.1.3 Up-Scaling und Abbau der DP1-Proteine 
Im Zuge des Up-Scaling zur Reinigung ausreichender Mengen an DP1A/B, kam es zur Frag-
mentierung der Zielproteine innerhalb der Mfp-3-Sequenzen. Der Abbau war unabhängig von 
der gewählten Reinigungsmethode. Sowohl nach der chromatografischen Reinigung mittels 
IMAC (Kap. 3.2.3.2.1.2, S. 72) als auch mittels Inverse transition cycling (ITC) (Kap. 3.2.3.2.2, 
S. 74), lagen DP1A/B verkürzt vor. In der Literatur ist zur rekombinanten Produktion von Mfp-
3 und Mfp-3-Fusionsproteinen kein Abbau beschrieben [Gim et al., 2008; Hwang et al., 2005; 
Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2013]. Der einzige Unterschied zu den Literaturanga-
ben lag in den ausgewählten Produktionsorganismen. Mfp-3 und Mfp-3-basierte Sequenzen 
wurden in E. coli BL21 Stämmen produziert und in der vorliegenden Arbeit wurde E. coli 
BW3110 für die Synthese von DP1A/B ausgewählt (Tabelle 4-1, S. 122). Aus dem Vergleich 
der Organismen ergab sich folgender Unterschied: in E. coli BL21 sind die Schlüsselproteasen 
OmpT und Lon deletiert. Das Fehlen dieser Proteasen soll den Abbau heterologer Proteine 
verringern [Studier und Moffatt, 1986]. Während die Lon-Protease aufgrund ihres Abbauver-
haltens nicht infrage kommt [Kuroda et al., 2001; Lee und Suzuki, 2008], ergab eine Recherche 
in Hinblick auf die Substratspezifität, dass die Membran-gebundene Protease OmpT eine Spe-
zifität für das -RvR- Sequenzmotiv (Abb. 3-16) zeigt [McCarter et al., 2004]. Basierend auf 
diesen Erkenntnissen erfolgte ein Stammwechsel und DP1A wurde in E. coli BL21 (DE3) 
pLysS produziert (Kap. 8.2, Abb. 8-15, S. 180). Jedoch konnte der Wechsel des Produktions-
stammes die Fragmentierung des Zielproteins nicht verhindern und die OmpT Protease konnte 
als Ursache des Abbaus ausgeschlossen werden (Kap. 8.2, Abb. 8-16, S. 181).  
Da für die Testung der Bindeeigenschaften die intakten Designer-Proteine mit der Kombination 
aus adhäsiven und kohäsiven Sequenzblöcken getestet werden sollten, erfolgten weitere zahl-
reiche Experimente, um dem Abbau entgegenzuwirken. Weder durch den Einsatz verschiede-
ner Protease-Inhibitoren (PMSF [Brungardt et al., 2020], cOmplete™ Protease Inhibitor Cock-
tail von Roche [Nallamsetty und Waugh, 2007], Protease Inhibitor Mix III von Genaxxon 
[Genaxxon, 2015], 1 M KCl [Ayyash et al., 2013]), noch der Einsatz denaturierender Agenzien 
(Harnstoff und Guanidiniumchlorid) [Haneskog, 2006] während Zellaufschluss und IMAC 
konnten der Fragmentierung entgegenwirken. Lediglich 1 M KCl im Resuspensionspuffer er-
wies sich zur teilweisen Inhibierung von Proteaseaktivität im kleinen Maßstab (Reinigung aus 
~ 5 g BFM) als wirksam. Dieses Ergebnis deutete auf eine proteolytische Aktivität hin. Darüber 
hinaus erfolgten Untersuchungen zur Hitzefällung und Aceton-Extraktion als alternative Aufar-
beitungsmethoden zur Vermeidung des Abbaus. Jedoch führten diese Experimente auch nicht 
zur Gewinnung von vollständigem DP1A/B. Trotz der verschiedenen Ansätze konnte die Frag-
mentierung im Verlauf der Proteinaufarbeitung nicht unterbunden werden. Auch der Wechsel 
zur alternativen Reinigungsmethode mittels ITC konnte keine Lösung der Abbauproblematik 
liefern. Bei der Maßstabsvergrößerung kam es ebenfalls zur Fragmentierung von DP1A/B. Es 
erfolgten auch für das ITC diverse Experimente, um dieses Problem zu vermeiden. Allerdings 
waren anhand der Resultate weder Scherkräfte bei dem mechanischen Zellaufschluss, noch 
das Milieu (pH-Wert) oder die Temperatur während des ITC-Verfahrens für den Abbau verant-
wortlich. 
 

Aus den Ergebnissen zur heterologen Produktion im Schüttelkolben- und Bioreaktormaßstab 
von DP1A/B in E. coli BW3110 war nicht von einem vorzeitigen Translationsabbruch während 
der Proteinsynthese auszugehen. Die 1/OD600-Proben zeigten weder im Verlauf der Kultivie-
rung als auch zum Zeitpunkt der Ernte Abbaufragmente oder schwächere Signale auf Höhe 
der Zielproteine in der Western-Blot-Analyse (Kap. 3.2.3.1.2, Abb. 3-12 B & D, S. 69). Um eine 
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vorzeitige Faltung des ELP-Blocks durch temperaturinduzierte intra- und intermolekulare 
Wechselwirkungen zu vermeiden, erfolgte die Synthese der Zielproteine stets durch die Zu-
gabe des Induktors (5 mM Rhamnose) nach Reduktion der Kultivierungstemperatur auf 25 °C. 
Die dominanten DP1-Fragmente zeigten sich erst nach Reinigung mittels IMAC oder ITC und 
waren im WB nachweisbar (Kap. 3.2.3.2.1.2, Abb. 3-14 C, S. 73). Ebenfalls wurde die E. coli 
BW3110 Biofeuchtmasse (Lagerung bei - 20 °C) überprüft, um potenzielle Lagerungseinflüsse 
auszuschließen. Es wurde zum einen eine SDS-PAGE-Probe intakter Zellen angelegt als auch 
ein Zellaufschluss im kleinen Maßstab zur Analyse des Rohextraktes (RE) durchgeführt. Beide 
Proben zeigten in der WB-Analyse keine Abbaufragmente (Daten nicht gezeigt). Aus diesem 
Grund konnte ein Lagerungseffekt ausgeschlossen werden.  
Aus den Ergebnissen zur Reinigung der DP1-Proteine geht hervor, dass die Verweildauer im 
RE einen Einfluss auf die Stabilität von DP1A/B hat. Der Zeitraum von Zellaufschluss bis zur 
Beladung der Ni(II)-Sepharose-Säule oder dem Beginn des ITC-Verfahrens nimmt im größe-
ren Maßstab deutlich zu (wenige Minuten bis mehrere Stunden). Es ist daher davon auszuge-
hen, dass die DP1-Proteine einem möglichen Abbau durch Proteasen unterlagen. Allerdings 
war dieses Ergebnis unerwartet. Zum einen wurde beim Protein-Design auf die Vermeidung 
von Schnittstellen intrazellulärer Proteasen (für die vorliegende Arbeit in E. coli) geachtet und 
zum anderen wurde ein Protease-Inhibitor-Cocktail (cOmpleteTM, EDTA-frei, Roche) verwen-
det und bis zur Reinigung (Auftragung auf die IMAC / 1. Zyklus ITC) auf Eis gearbeitet. Darüber 
hinaus wurde zur Vermeidung einer langen Verweildauer von DP1 im RE zur Nutzung einer 
gepackten Chromatografiesäule alternativ die Durchführung einer Batch-Adsorption unter-
sucht. Die Durchführung der Batch-Adsorption erfolgte nach einem Protokoll von Dr. Martin 
Wolfram [Wolfram, 2018]. Auch dieses Experiment führte nicht zur Gewinnung von intaktem 
DP1. Bereits vor Adsorption an die Ni(II)-Sepharose™ excel beads (GE Healthcare) konnten 
in der WB-Analyse Fragmente unterschiedlichen Molekulargewichts (~ 20, 22, 34 kDa) nach-
gewiesen werden. In den Elutionsfraktionen wurden lediglich Spuren auf der zu erwartenden 
Höhe des Zielproteins detektiert (Daten nicht gezeigt). 
 

Es konnte allerdings eine Spezies einer DP1-Variante mit einer Molekularen Masse von ca. 
35 kDa mittels ITC reproduzierbar aus E. coli BW3110 gewonnen werden. Die Bestimmung 
der Proteintermini dieser DP1A-Variante erfolgte N-terminal mittels Edman-Sequenzierung 
(Kap. 3.2.3.2.2, Tabelle 3-5, S. 78) und C-terminal mittels ISD/T3-Sequenzierung (Kap. 11, 
Abb. 11-6 und Tabelle 11-2, S. 212). Interessanterweise lagen die Schnittstellen zwischen 
zwei basischen Aminosäuren. Nach erneuter Literaturrecherche konnten zwei potenzielle Pro-
teasen als Ursache identifiziert werden. Die Protease II (ptrB) [Kanatani et al., 1991] ist eine 
endogene Serin-Protease, die nach Lys- und Arg-Resten (P1) innerhalb der Polypeptidkette 
schneiden kann und somit das Muster erklärbar wäre. Als Protease-Inhibitor für die ptrB ist 
1 mM Diisopropylfluorphosphat (DFP) oder 1 mM Tosyl-L-lysinchloromethylketon (TLCK) in 
der Literatur beschrieben [Pacaud und Richaud, 1975; Tsuru und Yoshimoto, 1994]. Beispiel-
haft wurde in der vorliegenden Arbeit 1 mM DFP im Prozess eingesetzt. Doch die Zugabe von 
DFP im Lysepuffer und während der Reinigung von DP1A (Kap. 8.2, Abb. 8-14, S. 180) konnte 
den Abbau nicht verhindern.  
Interessanterweise war für die Mefp-3-Einzeldomäne trotz gleicher Aminosäuresequenz und 
somit gleicher potenzieller Schnittstelle kein Abbau nachweisbar. Die MALDI-MS-Analysen 
zeigten für Mefp-3 (Kap. 3.2.2.3.2, Abb. 3-11, S. 67) intakte Massen. Auch DP2, welches C-
terminal Mefp-3 als adhäsiven Block enthält, wurde nicht in dem Maße fragmentiert. Basierend 
auf dem Protein-Design der DP (Kap. 3.1, S. 51) besteht der einzige Unterschied im 
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eingebauten kohäsiven ELP-Block in den DP1. Eine Vermutung wäre, dass im Fall der DP1-
Proteine, der ELP-Teil zu einer Art strukturellen Streckung der Mfp-3-Sequenzen kommt, wel-
che die Polypeptidkette im Vergleich zu den His-SUMO-Fusionen der Einzeldomänen von 
Mfp-3 anfälliger für Proteolyse macht. Mutmaßungen dieser Art müssten in Folgeexperimenten 
evaluiert werden. Insgesamt konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit weder eine Lösung 
dieser Fragmentierungsproblematik noch deren Ursache gefunden werden. 
 

Die Problematik der Fragmentierung rekombinanter Proteine bei der Produktion in E. coli ist 
bekannt [Baneyx und Georgiou, 1991; Meerman und Georgiou, 1994; Rozkov und Enfors, 
2004] (Kap. 1.5, S. 22). In der Literatur wird häufig beschrieben, dass co-translational auftre-
tende Faltungsfehler zu Translationsabbrüchen oder Proteolyse führen kann [Baneyx und 
Mujacic, 2004; Joseph et al., 2015; Singha et al., 2017]. Auch rekombinant hergestellte artifi-
zielle Proteine in inclusion bodies (IB) können fehlgefaltet und nach Solubilisierung nicht in die 
gewünschte Struktur zurückfaltbar sein [Sutherland et al., 2018]. Aus diesem Grund wurden 
diese Aspekte sowohl bei dem Protein-Design, der Wahl des Produktionsstammes, der Kulti-
vierungsbedingungen, als auch während der Proteinreinigung berücksichtigt (Kap. 1.3, S. 9). 
Darüber hinaus wurde der Produktionsprozess an Literaturdaten angelehnt, wie es strategisch 
bereits für die einzelnen Protein-Blöcke gezeigt wurde. Da aus der Aufarbeitung der DP1A/B-
Varianten eine spezifische Schnittstelle zwischen zwei basischen AS präsent zu sein scheint, 
kann ein proteolytischer Abbau durch die gängigen Proteasekomplexe in E. coli wie der casei-
nolytischen Proteasen (ClpAP, ClpCP, ClpXP oder ClpYQ) [Gottesman et al., 1997; Tyedmers 
et al., 2010] ausgeschlossen werden, die diese Sequenz nicht erkennen und spalten können. 
Für künftige Experimente wäre eine Änderung der Schnittstellen in den Mfp-3-Sequenzteilen 
von Interesse, um einen sequenzspezifischen Abbau zu bestätigen, aber auch entgegenwir-
ken zu können.  
 

Im Allgemeinen sind auch Herausforderungen bei der Maßstabsvergrößerung zur Gewinnung 
größerer Mengen an gereinigten rekombinanten Proteinen bekannt und sind in der Literatur 
beschrieben [Krausch et al., 2020; Tripathi, 2009; Wurm, 2016]. In Bezug auf up-stream Ver-
fahren werden bei der Maßstabsvergrößerung von mikrobiellen Fed-Batch-Fermentationen 
traditionell technische Kriterien wie Reaktionsgeschwindigkeit, Energiezufuhr, Durchmischung 
und Stoffaustausch zugrunde gelegt [Enfors und Häggström, 1994]. Diese Methoden berück-
sichtigen jedoch nicht die Reaktion von Mikroorganismen auf ihre Umgebung im größeren 
Maßstab. In den vergangenen Jahrzehnten wurde jedoch immer deutlicher, wie wichtig es ist, 
den biologischen Teil des Systems zu berücksichtigen. Insbesondere bei Fermentationen re-
kombinanter Proteine waren die Ergebnisse des Prozess-Scale-ups in vielen Fällen nicht vor-
hersehbar [Riesenberg et al., 1990]. Die Schwierigkeit beim Scale-up von biotechnischen Pro-
zessen besteht darin, dass ein großer Reaktor durch die Begrenzung des Energieeintrags und 
der Durchmischung nicht so homogen ist, wie ein Schüttelkolben (SK) oder ein Reaktor mit 
geringem Gesamtvolumen. Dies führt zu einer Begrenzung des Stofftransports und zu einem 
Gradienten im Reaktor, insbesondere für das Energiesubstrat, die Gasverteilung und den pH-
Wert. Diese Parameter beeinflussen die Produktion rekombinanter Proteine maßgeblich und 
führen häufig zu einer schlechteren Ausbeute des Zielproteins im Vergleich zur Produktion im 
kleinen Maßstab. Aus diesem Grund müssen für eine optimierte Verfahrensentwicklung häufig 
mehrere Versuche durchgeführt, parameterbezogen und mit einem optimierten Prozessmodell 
ausgewertet werden. Diese zielführende Methodik ist jedoch aus Zeit- und Materialgründen 
nicht in jedem Fall umsetzbar. 
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Darüber hinaus können auch beim Scale-up im Downstream Prozess Probleme auftreten, da 
oft die Dauer des Verfahrens deutlich zunimmt. Das betrifft parallel die Dauer der Zellabtren-
nung, des Zellaufschlusses (intrazelluläres Zielprotein) und der Produktreinigung (chromato-
grafisch oder nicht-chromatografisch) [Prokopakis und Asenjo, 2020]. Dies kann sowohl die 
Proteinstabilität als auch die spezifische Aktivität im Falle von Enzymen beeinflussen, und so-
mit einen Effekt auf die Ausbeute und die Qualität rekombinanter Zielproteine zeigen. Die Pro-
zessdauer scheint auch in der vorliegenden Arbeit für die Reinigung der DP1 ein entscheide-
ner Faktor gewesen zu sein. Für die Aufarbeitung im kleinen Maßstab aus ~ 1,5 g BFM konn-
ten zunächst sowohl mittels IMAC (Abb. 3-13, S. 71) als auch mittels ITC (Abb. 3-15 A, S. 76) 
intakte DP1 gewonnen werden. Die Fragmentierung trat erst mit Maßstabsvergrößerung auf. 
Bei dem Vergleich der Proteinausbeuten mit relevanten Literaturangaben ist daher der Pro-
duktionsmaßstab interessant. Die höchste Ausbeute von 1,6 g/LKultur wurde für die Produktion 
von GFP-ELP erhalten [Chow et al., 2006]. Der Prozess erfolgte aber lediglich im 50 mL-
Schüttelkolbenmaßstab. Die Ausbeuten der DP1-Proteine in der vorliegenden Arbeit ergaben 
sich aus der Reinigung aus E. coli Zellen, die im 15 L-Bioreaktormaßstab kultiviert wurden. 
Dieser Zusammenhang ist bei dem Vergleich mit den Literaturdaten in Tabelle 4-1 (S. 122) zu 
berücksichtigen. 
 

Zusammenfassend konnte anhand der Edman-Sequenzierung und der ISD/T3-Analyse bestä-
tigt werden, dass die verkürzten DP1-Varianten (Abb. 3-16, S. 79) Mfp-3-Sequenzanteile mit 
Tyr-Resten enthalten, die für die Modifikation zu DOPA zur Verfügung standen. Somit war ein 
wichtiges Kriterium an das Design der DP erfüllt. Zudem war aus der Literatur bekannt, dass 
auch kurze Muschelfußsequenzen gute adhäsive Eigenschaften zeigen können [Li et al., 2017; 
Numata und Baker, 2014; Yamamoto et al., 2000; Yu und Deming, 1998]. Demnach blieb die 
Grundidee zum Design eines Protein-basierten Bindemittels bestehen (Kap. 1.3.1, S. 9), wel-
ches adhäsive und kohäsive Sequenzanteile enthält. Auch die weitere Verwendung sowie die 
funktionelle Charakterisierung der verkürzten DP1-Varianten liegen darin begründet.  
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Tabelle 4-1 Übersichtstabelle zur rekombinanten Produktion Mfp- und ELP-basierter Proteine 

Protein-
block 

MW 
(kDa) 

Produktions-
stamm 

Kultivierungsbedingungen Lokali- 
sation 

Ausbeute 
(g/LKultur) 

Literatur 

   Vol. 
(L) 

Med. Maßst. rpm T 
(°C) 

Ind.    

Mgfp-3A 7,0 E. coli BL21 3,00 LB BR 250 37 1 mM IPTG, 12 h Peripl., lösl. 0,003 [Hwang et al., 2005] 
Mgfp-5 18,1 E. coli BL21 3,00 LB BR 250 37 1 mM IPTG Intraz., lösl. 0,003 [Hwang et al., 2004] 
Mcfp-3 36,1 K. lactis 0,20 LB + Gal SK N/A 30 n.a. Extraz., lösl. 0,001 [Platko et al., 2008] 
Mgfp-3A 6,7 E. coli BL21 5,00 LB BR 250 37 1 mM IPTG, 5 h Intraz.,lösl. 0,047  [Yang et al., 2013] 
fp-353 25,1 E. coli BL21 3,00 LB BR 250 37 1 mM IPTG, 12 h Intraz., IB 0,039 [Gim et al., 2008] 
ELP 
(VAG)40 

9,1 P. pastoris 
GS115 

1,38 MM + 
Glycerin 

BR N/A 30 MeOH Extraz., lösl. 0,760 [Schipperus et al., 2012] 

ELP 31,4 E. coli BLR 0,06 TB SK 300 37 ohne IPTG, „üN“ Intraz., lösl. n.d. [Desai et al., 2016] 
GFP-ELP 65,5 E. coli BLR  0,05 TB +AS SK 300 37 1 mM IPTG, 4 h Intraz., lösl. 1,600 [Chow et al., 2006] 
RLP-ELP 
-CLP 

11,5 E. coli BL21 1,00 LB SK N/A 37 0,1 mM IPTG, 3 h Intraz., lösl. 0,050 [Bracalello et al., 2011] 

TE (IF4) 64,0 E. coli BL21 0,10 LB SK N/A 37 0,1 mM IPTG, 3 h Intraz., lösl. 0,045 [Vrhovski et al., 1997] 
His6-SUMO-
Mefp-3 

19,2 E. coli BL21 
pLysS 

9,00 TB BR 400* 37 25 °C, 100 g/h feed, 
1 mM IPTG, 17 h 

Intraz., lösl. 0,250 vorliegende Arbeit 
(Kultivierung 
Kap. 2.2.3.1.2, S. 37) His6-SUMO-

Mgfp-3 
19 E. coli BL21 

pLysS 
9,40 TB BR 400* 37 25 °C, 100 g/h feed, 

1 mM IPTG, 17 h  
Intraz., lösl. 0,460 

DP1A- 
Variante 

34,8 E. coli  
BW3110 

15,00 TB BR 400* 37 25 °C, 100 g/h feed, 
5 mM Rhamnose, 
17 h  

Intraz., lösl. 0,071 

DP1B- 
Variante 

34,6 E. coli  
BW3110 

15,00 TB BR 400* 37 25 °C, 100 g/h feed, 
5 mM Rhamnose, 
17 h 

Intraz., lösl. 0,069 

DP2 67,3 E. coli BL21 
pLysS 

15,00 TB BR 400* 37 25 °C, 100 g/h feed, 
1 mM IPTG, 2 h 

Intraz., lösli. 0,036 

Mgfp - Muschelfußproteine aus Mytilus galloprovincialis, Mcfp-3 – Muschelfußprotein-3 aus Mytilus californianus, ELP – Elastin-ähnliche Polypeptide, SLP – Seiden-ähnliche Po-
lypeptide, RLP – Resilin- ähnliche Polypeptide, CLP – Kollagen-ähnliche Polypeptide, S – Seiden-Block, C – Kollagen-Block, TE(IF4) – Tropoelastin, Isoform 4, MW – Molekularge-
wicht, IB – inclusion bodies, MM – Minimalmedium, MMLBM – Modifiziertes M9 Minimalmedium, AS – Aminosäuren, SK – Schüttelkolben, BR – Bioreaktor, Gal – Galaktose, feed-
Lösung – 150 g/L Hefeextrakt und 250 mL/L Glycerin (Kap. 2.2.3.1.2, S. 37), * – Anpassung der Drehzahl während der Fermentation um pO2 ≥ 30 % zu gewährleisten.  
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4.2 Post-translationale Modifikation von Tyrosinen 
In der Literatur wird die post-translationale Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA als 
Grundlage der natürlichen Adhäsion beschrieben (Kap. 1.4.1.1.2, S. 15). In Muschelfußprote-
inen (Mfp), isoliert aus verschiedenen Spezies, wurde mittels MALDI-TOF-MS ein Gemisch 
unterschiedlichen Hydroxylierungsgrades nachgewiesen [Papov et al., 1995; Waite und 
Andersen, 1978a; Waite, 1983b; Waite, 1985]. Die Forscher postulierten, dass je nach Umge-
bung (Temperatur, pH-Wert, Oberfläche, Salzgehalt im Wasser) und Alter der Muschel die 
Modifikation der Mfp zur Anhaftung an die Zieloberfläche angepasst wird. Um diese natürlichen 
Hydroxylierungsmuster der Muschelfußproteine zu imitieren, werden in der Literatur drei An-
sätze beschrieben: (I) in vitro Modifikation mittels Tyrosinasen, (II) in vivo Modifikation durch 
Produktion in einem Tyr-auxotrophen Organismus und (III) co-translationale Modifikation (in 
vivo) durch Co-Expression einer Tyrosinase. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ansätze 
(I) und (II) zur Modifikation der Mfp-3 untersucht. Im Folgenden werden diese drei Ansätze 
vorgestellt und deren Vor- und Nachteile diskutiert. Es gibt verschiedene Methoden zum Nach-
weis eingefügter Hydroxylierungen. Dazu zählen die NBT-Färbung als qualitativer Nachweis 
von DOPA [Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2014b], die Bestimmung des Gehalts an 
DOPA mittels massenspektrometrischer Analysen [Hwang et al., 2007; Kim et al., 2018; Yao 
et al., 2022] sowie die Analyse des Aminosäuregemischs nach saurer Hydrolyse mittels HPLC 
oder MS [Do et al., 2017]. Aussagen über die genaue Anzahl an eingefügten OH-Gruppen und 
zur Position der Hydroxylierungen in der Proteinsequenz wurden bislang nur in einer Studie 
zu einem Mfp-1 Decapeptid getroffen [Burzio und Waite, 2002]. In der Literatur für Mfp-3 oder 
Mfp-5 basierte Fusionsproteine wird die mögliche Ausbildung von 3,4,5-Trihydroxyphenylala-
nin (TOPA) durch den Einsatz von Tyrosinase nicht betrachtet. Aufgrund der Relevanz für die 
Klebeeigenschaften war eine exakte Bestimmung der Hydroxylierungen in den Designer-Pro-
teinen  in der vorliegenden Arbeit von großem Interesse. 
 

4.2.1 In vitro Modifikation mittels Tyrosinasen 
Bislang wurde in der Mehrzahl der Studien die in vitro Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu 
DOPA verwendet. Zu den Vorteilen gehört die gezielte Modifikation des Substrates (Proteins) 
unter kontrollierten Reaktionsbedingungen. Für Mfp-basierte Sequenzen wurde häufig die 
Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus (Sigma) eingesetzt [Brennan, 2015; Cha et al., 2009; Gim et 
al., 2008; Hwang et al., 2005; Jiang et al., 2022; Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2013]. 
Nachteilig ist der relativ geringe Hydroxylierungsgrad von 15 – 40 % (Tabelle 4-2, S. 130). Die 
mikrobielle Tyrosinase bietet gegenüber der gängig genutzten Pilz-Tyrosinase eine vielver-
sprechende Alternative. Der Grad an DOPA für Peptid-gebundene Tyr ist mit 53 %, 13 – 38 % 
höher [Axambayeva et al., 2018; Do et al., 2017; Fairhead und Thöny‐Meyer, 2010; Zaidi et 
al., 2014]. Dabei zeigte die C-terminal verkürzte mTyr aus V. spinosum die bislang höchste 
spezifische Aktivität unter den getesteten mTyr Varianten [Fairhead und Thöny‐Meyer, 2010; 
Yao et al., 2022].  
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die mikrobielle Tyrosinase (His6-mTyr) 
aus V. spinosum zur Modifikation der DP verwendet (Kap. 3.2.2.3, S. 64; Kap. 3.2.3.3, S. 80; 
Kap. 3.2.4.3, S. 87). Die rekombinante Produktion in E. coli basierte auf Literaturangaben 
[Axambayeva et al., 2018]. Anstelle von E. coli BL21 (DE3) wurde in der vorgelegten Arbeit 
der Produktionsstamm E. coli KRX verwendet (Kap. 3.2.1.2, S. 54). Dieser Stamm enthält ein 
unabhängig reguliertes Promotorsystem, welches die Reduktion einer basalen Genexpression 
ermöglicht, die häufig für E. coli BL21 (DE3) Stämme beschrieben wird [Hartnett et al., 2006]. 
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Insgesamt konnten aus der Aufarbeitung 20,7 mg/gBFM (≙ 248 mg/LKultur) aktive His6-mTyr ge-
wonnen werden. Daten zur Ausbeute sind in der Arbeit von [Axambayeva et al., 2018] nicht 
angegeben. Aus den Angaben der Publikation lässt sich jedoch ermitteln, dass aus insgesamt 
442 mg Protein im Zelllysat 15,1 mg His6-mTyr gewonnen wurden. Dies entspricht ~ 3,4 % 
His6-mTyr vom Gesamtprotein. In der hier vorgelegten Arbeit wurden 496 mg aktive His6-mTyr 
aus 1007 mg Gesamtprotein (~ 49 %) isoliert. Aus der Literatur ist bekannt, dass E. coli zur 
Hyperproduktion rekombinanter Proteine in der Lage ist (> 50 % des Gesamtproteins) 
[Baneyx, 1999; Choi et al., 2006]. Diese Ausbeuten sind bislang vor allem für die rekombinante 
Produktion von humanem Insulin beschrieben. Das Insulin wurde in Form von inclusion bodies 
in E. coli angereichert und konnte durch eine einfache Reinigung und Rückfaltung gewonnen 
werden [Goeddel et al., 1979; Kim und Lee, 1996; Ladisch und Kohlmann, 1992]. Folglich 
konnte mit einfachen Veränderungen der Produktionsbedingungen (E. coli Stamm, Promotor-
system und Medium) in der vorliegenden Arbeit eine Erhöhung in der Proteinausbeute löslicher 
rekombinanter His6-mTyr um den Faktor 14 im Vergleich zur Literatur erreicht werden. 
Anschließend war ein Vergleich der spezifischen Aktivitäten der rekombinant hergestellten 
His6-mTyr mit der kommerziell erhältlichen Pilz-Tyrosinase (Sigma) für Tyr als Substrat von 
Interesse (Kap. 3.2.1.3.1, S. 55), um die Literaturdaten zu verifizieren. Unter den getesteten 
Reaktionsbedingungen wurde bei 25 °C eine 130-fach höhere Aktivität (Aspez = 264580 U/mg) 
für die His6-mTyr bestimmt und bei 37 °C wurden 351240 U/mg ermittelt (90-fach höher als die 
der Pilz-Tyrosinase). In der Literatur ist eine spezifische Aktivität der rekombinant produzierten 
His6-mTyr von 13199 U/mg (T = 25 °C) unter gleichen Reaktionsbedingungen angegeben 
[Axambayeva et al., 2018]. Demnach konnte in der vorliegenden Arbeit für His6-mTyr eine um 
den Faktor 20 höhere spezifische Aktivität bestimmt werden. Die Ursache für den Unterschied 
konnte basierend auf den Literaturangaben nicht geklärt werden. Hierbei ist zu beachten, dass 
es sich nicht um die klassische Einheit für die spezifische Aktivität (1 U = 1 µmol/min) handelt. 
Im „Sigma-Assay“ wird folgende Definition verwendet: eine Unit führt zu einem Anstieg bei A280 
von 0,001 pro Minute bei 25 °C in einem 3 mL-Reaktionsgemisch mit L-Tyr (cReaktion = 0,34 mM) 
(Kap. 2.2.6.4.1, S. 45). Diese Definition diente als Grundlage zur Berechnung von Aspez der 
untersuchten Tyrosinasen.  
Für die Anwendung der tyrosinhaltigen DP als Kleber ist die Modifikation zum Catechol 
(DOPA) relevant, um maximale Bindeeigenschaften an die Zieloberfläche zu erzielen. Tyro-
sinasen sind jedoch promiskuitive Enzyme, die sowohl Tyr als auch DOPA als Substrat erken-
nen, so dass als Produkte DOPA und TOPA (trihydroxyliert) entstehen können (Abb. 1-11, 
S. 17). Bislang wurde in den Studien zur Hydroxylierung Mfp-basierter Sequenzen nicht zwi-
schen der Ausbildung von dihydroxylierten (DOPA) oder trihydroxylierten (TOPA) Proteinspe-
zies unterschieden. Es wird lediglich ein Hydroxylierungsgrad angegeben (Tabelle 4-2, 
S. 130). Für ein besseres Verständnis und die Auswahl einer geeigneten Tyrosinase, ist die 
Betrachtung der kinetischen Eigenschaften der Enzyme gegenüber beiden Aminosäuren wich-
tig. Der KM-Wert der His6-mTyr für monophenolische Substrate ist um den Faktor 30 niedriger 
als für Diphenole (0,26 mM L-Tyr / 7,9 mM L-DOPA) [Fairhead und Thöny‐Meyer, 2010]. Somit 
ist die His6-mTyr Reaktion spezifischer für die gewünschte Reaktion zur Catecholbildung. Für 
gereinigte Pilz-Tyrosinase aus A. bisporus wurden hingegen folgende kinetische Konstanten 
in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6,8) bei 25 °C bestimmt:  KM = 0,27 mM; kcat = 7,9 ± 
0,2 s-1 (L-Tyr) und KM =0,8 mM; kcat = 107,4 ± 4,4 s-1 (L-DOPA) [Espín et al., 1998]. In einer 
aktuelleren Studie von Selinheimo und Kollegen wurden die kinetischen Konstanten der kom-
merziell erhältlichen Pilz-Tyrosinase von Sigma für Mono- und Diphenole charakterisiert und 
verglichen [Selinheimo et al., 2009]. Die Studie ergab folgende Parameter: KM = 0,2 mM 
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(L-Tyr) und KM =0,17 mM (L-DOPA) in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) bei 25 °C. Die 
Unterschiede zur Arbeit von Espin und Kollegen können auf die Reinheit der verwendeten 
Tyrosinasen zurückzuführen sein, da die Tyrosinase von Sigma mehrere Isoformen enthält 
und somit ein Proteingemisch vorliegt [Wichers et al., 2003; Wichers et al., 1996]. Die in der 
Literatur zur Hydroxylierung Mfp-basierter Sequenzen verwendete Pilz-Tyrosinase aus A. bi-
sporus (Sigma) [Akemi Ooka und Garrell, 2000; Hwang et al., 2005; Marumo und Waite, 1986; 
Wang und Scheibel, 2018b; Yu und Deming, 1998] zeigt somit ähnliche KM-Werte für mono- 
und diphenolische Substrate. Für eine gezielte Hydroxylierung Peptid-gebundener Tyr zu 
DOPA bietet die in der vorliegenden Arbeit verwendete His6-mTyr also zwei Vorteile, zum ei-
nen eine höhere spezifische Aktivität, und zum anderen die gewünschte Spezifität für mono-
phenolische Substrate. Darüber hinaus wurde Borat zum Reaktionsgemisch gegeben 
(Kap. 2.2.6.4.2, S. 46). Durch die reversible Bindung von DOPA unmittelbar nach dessen Bil-
dung, verbessert Borat die DOPA-Ausbeute erheblich und reduziert unerwünschte Nebenre-
aktionen zu TOPA oder Dopachinon [Kan et al., 2014]. In einer Studie zur Modifikation von 
Mfp-Peptiden unter Verwendung der Pilz-Tyrosinase und Borat im Reaktionsansatz wurde 
kein TOPA mittels Aminosäurehydrolyse und Tandem-MS nachgewiesen [Wei et al., 2015]. 
Ein weiterer wichtiger Aspekt neben der Betrachtung von Tyr als Substrat, war die Reaktivität 
in Bezug auf Mfp-basierte Sequenzen, wie die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Desig-
ner-Proteine: DP1A/B-Variante, DP2, sowie die adhäsiven Einzelblöcke Mefp-3 und Mgfp-3 
(Tabelle 3-1, S. 51 und Abb. 3-1, S. 51). Bislang konnte eine Hydroxylierung Peptid-gebunde-
ner Tyr zu DOPA für keine Tyrosinase photometrisch in Echtzeit nachgewiesen werden. Auch 
in der vorgelegten Arbeit konnten sowohl für His6-mTyr als auch für die Pilz-Tyrosinase unter 
den getesteten Bedingungen keine verlässlichen Daten generiert werden (Daten nicht ge-
zeigt). Daher wird in der Literatur zur in vitro Modifikation Mfp-basierter Sequenzen mittels 
Tyrosinase in der Regel eine Reaktionszeit von 3 – 6 h angegeben [Brennan et al., 2017; 
Hwang et al., 2005; Yang et al., 2013]. Perspektivisch wäre eine zeitaufgelöste Analyse der 
Tyrosinase-Reaktion zur Untersuchung der Reaktivität gegenüber Mfp-basierter Sequenzen 
vom großen Interesse. Dabei könnte die Reaktion zu verschiedenen Zeiten gestoppt werden 
und die Hydroxylierungen im Zielprotein diskontinuierlich z.B. mittels massenspektrometri-
scher Analysen nachgewiesen werden.  
Wie häufig in der Literatur beschrieben, wurde auch in der vorliegenden Arbeit zunächst das 
qualitative NBT-Verfahren zum Nachweis von DOPA (Kap. 2.2.6.4.2, S. 46) verwendet 
[Axambayeva et al., 2018; Choi et al., 2012; Wang und Scheibel, 2018a; Yang et al., 2014a; 
Yang et al., 2014c]. Dadurch konnte im Allgemeinen eine Aussage über den Erfolg der Hyd-
roxylierung Peptid-gebundener Tyr zu DOPA in den DP getroffen werden. Zur detaillierteren 
Analyse sind jedoch aufwendigere Nachweisverfahren notwendig. In der Literatur wurde 
DOPA bisher mittels MALDI-MS [Brennan et al., 2017; Hwang et al., 2005; Hwang et al., 2004; 
Kim et al., 2018] oder nach saurer Hydrolyse und anschließender Aminosäureanalyse mittels 
HPLC [Choi et al., 2015; Kim et al., 2021] quantitativ bestimmt (Tabelle 4-2, S. 130). Für syn-
thetische Di- oder Tripeptide wurde für den Umsatz mit Pilz-Tyrosinase eine Ausbeute von 60 
– 88 % erreicht [Marumo und Waite, 1986]. In einem Mfp-basierten Protein konnten lediglich 
30 – 35 % DOPA nachgewiesen werden (Pilz-Tyrosinase, Sigma) [Cha et al., 2009; Hwang et 
al., 2007]. Trotz der Unterschiede zu den natürlichen Hydroxylierungsmustern und des zum 
Teil niedrigen Hydroxylierungsgrades wurde die Pilz-Tyrosinase bislang als Standardenzym 
zur Modifikation Mfp-basierter Sequenzen eingesetzt. Dennoch ist bei der Verwendung der 
kommerziellen Tyrosinase deren Reinheitsgrad zu beachten. In Studien wurden verschiedene 
kommerzielle Tyrosinaseprodukte untersucht und in fast allen Proben Aktivitäten von 
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Cellulase, Chitinase, Laccase, Mannase, β-Glucosidase, β-Galactosidase, β-Xylosidase und 
Xylanase neben der Tyrosinase-Aktivität gefunden [Flurkey et al., 2008; Rescigno et al., 2007]. 
Auch das Produkt von Sigma enthält ein nicht homogen gereinigtes Enzym und die enthalte-
nen Verunreinigungen können die spezifische Aktivität der Tyrosinase in den Experimenten 
beeinflussen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde rekombinant produzierte His6-mTyr zur Modifikation der DP 
eingesetzt. Die Hydroxylierung wurde mittels MALDI-MS der intakten Proteine analysiert. Aus 
den Ergebnissen geht hervor, dass His6-mTyr die Peptid-gebundenen Tyr in den Mfp-3-Se-
quenzen in verschiedenem Maß hydroxyliert (Mefp-3: Abb. 3-11, S. 67; DP1A: Abb. 3-18, 
S. 82; DP2: Abb. 3-22, S. 89). Dadurch entsteht für alle DP ein Gemisch hochgradig hydroxy-
lierter Proteinvarianten. Für lösliches Mefp-3, welches zehn Tyr enthält (Abb. 3-10, S. 66), 
konnten beispielsweise Spezies mit einer Anzahl von 1 – 10 eingefügten OH-Gruppen nach-
gewiesen werden (Abb. 3-11 B). Durch Verwendung der His6-mTyr für die Modifikation der DP 
in Anwesenheit von Borat ist davon auszugehen, dass das Enzym favorisiert Tyr anstelle von 
DOPA erkennt und hydroxyliert [Kan et al., 2014]. Mit der in der vorliegenden Arbeit rekombi-
nant hergestellten His6-mTyr konnte somit erstmals ein Hydroxylierungsgrad eines Mefp-3-
Proteinspezies von 100 % detektiert werden (Tabelle 4-2, S. 130). Im Vergleich mit der Litera-
tur wurden 53 % eines Mfp-basierten Decapeptides mittels der His6-mTyr modifiziert [Do et al., 
2017]. Dieses Ergebnis zeigt den Vorteil in der Nutzung mikrobieller Tyrosinasen zur Hydro-
xylierung Peptid-gebundener Tyr als Alternative zur klassischen Pilz-Tyrosinase von Sigma. 
Darüber hinaus konnte mittels MALDI-MS das Vorhandensein von 3,4,5-Trihydroxyphenylala-
nin (TOPA) sowohl in der Probe „mod. Mefp-3 (Pellet)“ (Abb. 3-11 C, S. 67) als auch in der 
DP1A-Variante (Abb. 3-18, S. 82 und Tabelle 3-7, S. 83) nachgewiesen werden. Bislang 
wurde TOPA nur in einem synthetisch hergestellten Decapeptid (AKPSYHypHypTYK) nach 
Inkubation mit einer Pilz-Tyrosinase mittels MALDI-MS detektiert [Burzio und Waite, 2002]. In 
der vorliegenden Arbeit wurde für die His6-mTyr aus V. spinosum erstmalig die Reaktivität 
Peptid-gebundener Tyr zu TOPA nachgewiesen. Die exakte Position von TOPA in der Po-
lypeptidkette der DP konnte nicht eindeutig bestimmt werden. Dafür müssten die unterschied-
lich hydroxylierten Proteinspezies zunächst chromatografisch getrennt und anschließend 
durch Spontan-Fragmentierung (engl. in-source decay, ISD) mittels MALDI-MS analysiert wer-
den. Durch die zum Teil sehr geringen Mengen bestimmter Proteinspezies eines Hydroxylie-
rungsgrades, waren die Resultate der Analysen bislang nicht verlässlich. Der Einfluss von 
TOPA auf die Bindemitteleigenschaften ist bisher nicht vollständig geklärt und wird in der Lite-
ratur kontrovers diskutiert. Einige Studien lassen einen positiven Effekt der zusätzlichen Hyd-
roxylgruppe in TOPA auf die Materialeigenschaften von Biopolymeren vermuten [Cui und Liu, 
2021; Silverman und Roberto, 2007]. Im Gegensatz dazu werden negative Effekte auf die Bin-
dung Mfp-enthaltener Sequenzen auf Oberflächen durch das Vorhandensein von TOPA be-
schrieben, da die zusätzliche OH-Gruppe die kohäsiven Kräfte verstärkt [Brennan et al., 2017; 
Burzio und Waite, 2002; Taylor, 2002]. Weitere Literatur suggeriert, dass ein TOPA-
modifiziertes Biopolymer im Vergleich zum Catechol (DOPA) bessere Hydrogel-Eigenschaften 
zeigt [Lee et al., 2021]. Dies ist ein Indiz für verbesserte kohäsive Kräfte durch die zusätzliche 
Hydroxylgruppe. In den vorgestellten Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegt mod. Mefp-3 
nach der Hydroxylierungsreaktion mit His6-mTyr anteilig löslich und unlöslich (Pellet) vor. In 
der Probe „mod. Mefp-3 (Pellet)“ wurden Spezies mit einem höheren Grad an Hydroxylierung 
(>10 * 16 Da), und somit das wahrscheinliche Vorhandensein von TOPA detektiert (Abb. 
3-11 C, S. 67). Der Nachweis von TOPA kann das verstärkte Koazervationsverhalten von 
Mefp-3 erklären. Je mehr DOPA sowie TOPA in Mefp-3 enthalten ist, desto stärkere 
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intermolekulare Interaktionen sind möglich, die zur Aggregation führen. Mod. Mefp-3 aus der 
Pelletfraktion konnte anteilig in 50 % HAc resolubilisiert werden (Daten nicht gezeigt). Dem-
nach wäre eine sukzessive Gewinnung der stark hydroxylierten Mefp-3 Spezies durch wieder-
holtes Resolubilisieren des Pellets in 50 % HAc denkbar. Des Weiteren müsste der Einfluss 
von TOPA auf die Adhäsion durch weitere experimentelle Untersuchungen verifiziert werden. 
Zunächst müssten die unterschiedlich hydroxylierten Proteinspezies in ausreichenden Men-
gen in einer präparativen HPLC gewonnen und materialwissenschaftlich untersucht werden. 
Der Einfluss der Hydroxylierungsvarianten (1 – 10 OH-Reste in Mefp-3) auf die Adhäsion ließe 
sich anschließend u.a. mittels QCM-D analysieren.  
 

4.2.2 In vivo Modifikation 
Alternativ zum in vitro Ansatz gibt es weitere Systeme zur Produktion DOPA-enthaltener 
Zielsequenzen. Dazu gehören die in vivo Inkorporation von DOPA und die Proteinproduktion 
in zellfreien Systemen (CFPS, engl. cell-free protein synthesis) zum Einbau nicht-natürlicher 
Aminosäuren wie DOPA. Beide Methoden werden in den folgenden Abschnitten vorgestellt 
und bewertet. Vorteil der in vivo Modifikation kann der co-translationale Einbau nicht-natürli-
cher Aminosäuren (wie DOPA) sein, wodurch der zusätzliche Schritt einer in vitro Modifikation 
des Zielproteins im Downstream-Prozess wegfällt. Zu den Nachteilen gehören der Bedarf an 
Tyr-armen Medien und/oder Tyr-auxotropher Wirte, reduziertes Zellwachstum durch den Ein-
bau nicht-natürlicher AS in alle translatierten Wirtsproteine, als auch die Notwendigkeit einer 
entsprechenden tRNA-Synthetase für die effiziente Inkorporation von DOPA in das Zielprotein. 
In der Literatur wurde der co-translationale Einbau von DOPA bereits erfolgreich für rekombi-
nantes Mgfp-3 gezeigt [Kim et al., 2021; Yang et al., 2014a; Yang et al., 2016]. Während der 
Kultivierung wird anstelle von Tyr zugefügtes DOPA an die tRNATyr mittels der E. coli Tyrosyl-
tRNA Synthetase (TyrRS) gebunden und so in Tyr-enthaltene Zielproteinsequenzen wie in 
Mgfp-3 eingebaut. Eine zusätzliche enzymatische Hydroxylierung der Tyr zu DOPA innerhalb 
der Polypeptidkette nach Reinigung des Zielproteins ist demnach nicht notwendig. Die Pro-
duktion erfolgte in 0,4 L SK-Maßstab und es wurden insgesamt 3 – 5 mg/LKultur mod. Mgfp-3 
gewonnen [Yang et al., 2014a]. Mittels saurer Hydrolyse konnte ein DOPA-Gehalt von 94 % 
in Mgfp-3 nachgewiesen werden. Dies ist der höchste Hydroxylierungsgrad rekombinant her-
gestellter Mfp-basierter Proteinsequenzen, der bislang in der Literatur beschrieben ist und 
zeigt den größten Vorteil des in vivo Ansatzes.  
In der vorliegenden Arbeit wurde der co-translationale Einbau von DOPA nach den Literatur-
angaben für die Produktion von His6-SUMO-Mefp-3 untersucht. Jedoch waren die Ausbeuten 
an modifiziertem Zielprotein auch nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen so gering, 
dass nur Spuren im Western-Blot und NBT-Blot (qualitativer Nachweis von DOPA) nachweis-
bar waren (Daten nicht gezeigt). Als Begründung der geringen Proteinsynthese kann die ge-
ringere Effizienz bei dem in vivo Einbau nicht-natürlicher AS wie DOPA durch die Aminoacyl-
tRNA-Synthetase genannt werden. Für die in vivo Inkorporation von DOPA in His6-SUMO-
Mefp-3 wurde der gleiche Produktionsstamm (E. coli JW2581.1) und die experimentellen Be-
dingungen nach Literaturangaben verwendet [Yang et al., 2014a], sodass das Ergebnis uner-
wartet war. Die genaue Ursache der geringen Proteinsynthese wurde nicht weiterführend un-
tersucht. 
Alternativ zum in vivo Einbau artifizieller AS in rekombinante Proteine kann die Proteinproduk-
tion in zellfreien Systemen (CFPS) untersucht werden. Nach Literatur kann die CFPS eine 
Technologie für eine effiziente Proteinproduktion so genannter "schwer zu exprimierender" 
Proteine sein, deren Synthese in konventionellen in vivo Proteinproduktionsplattformen eine 
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Herausforderung darstellt [Thoring et al., 2017; Whittaker, 2013]. Mit diesen Systemen können 
darüber hinaus die Limitierungen der E. coli tRNA Synthetasen beim Einbau nicht-natürlicher 
AS umgangen werden, indem gereinigte oder optimierte tRNA Synthetasen zum System hinzu 
gegeben werden. Nachteile dieser Technologie stellen jedoch eine relativ niedrige Proteinaus-
beute im Vergleich zu klassischen Expressionssystemen, eine kostspielige Extraktaufberei-
tung beim Arbeiten mit gereinigten Synthesekomponenten und in der Regel kleine Reaktions-
volumina dar [Zemella et al., 2015]. In der Literatur wurde bereits der Einbau von DOPA in 
einem zellfreien E. coli-basierten Transkriptions- und Translationssystem untersucht [Ozawa 
et al., 2005]. Die E. coli TyrRS, die für die Beladung der tRNA mit Tyr oder DOPA zur Verfü-
gung steht, besitzt folgende KM-Werte: KM (DOPA) = 1,4 mM; KM (Tyr) = 6 µM [Calendar und 
Berg, 1966; Högenauer et al., 1978]. Trotz des 200-fach höheren KM-Wertes für DOPA, konn-
ten Ozawa und Kollegen zeigen, dass die gereinigte E. coli TyrRS in der Lage ist, die tRNA 
effizient mit DOPA in vitro zu beladen und DOPA in vier unterschiedliche Proteine einzubauen: 
Peptidyl-prolyl Isomerase (PpiB) aus E. coli, humanes Cyclophilin A (hCypA), E. coli Flavohä-
moglobin (HMP) und GFP aus Aequorea victoria.  
Ergänzend zu den gezeigten Ergebnissen zur klassischen rekombinanten Produktion in der 
vorliegenden Arbeit wurde auch der zellfreie Ansatz für die Synthese von DP1A untersucht 
und erste Grundlagen für diese Methode geschaffen. Diese Versuche zeigten neben der Ziel-
proteinbande auch Fragmente mit geringerem Molekulargewicht im Western-Blot (Abb. 8-33, 
S. 194). Diese Fragmente ließen zunächst auf einen Translationsabbruch schließen. Die Zu-
gabe von zusätzlichen tRNAs und AS konnte die Fragmentierung von DP1A minimieren, aber 
nicht verhindern, so dass ein Translationsabbruch nicht die einzige Ursache sein konnte. Ba-
sierend auf diesen Ergebnissen war zudem von einem proteolytischen Abbau auszugehen. 
Zur Prüfung dieser Hypothese war ein Wechsel von einem E. coli-basierten zu einem eukary-
otischen Zelllysat sinnvoll. Vergleichend erfolgte die Synthese im prokaryotischen System 
E. coli als auch im eukaryotischen System in Insektenzelllysaten aus Spodoptera frugiperda 
(Sf21). Diese Analysen wurden freundicherweise von Frau Doreen Wüstenhagen am Fraun-
hofer IZI-BB (Abteilung Dr. Kubick) durchgeführt. Im Gegensatz zum E. coli System waren 
nach Expression im eukaryotischen Sf21-System keine Fragmente des Zielproteins nachweis-
bar (Abb. 8-34, S. 194). Diese Resultate unterstützen die Vermutung, dass DP1A im prokary-
otischen System proteolytisch abgebaut wird. Bei der Synthese von DP1A im Sf21-System 
waren die Proteinausbeuten mit ca. 3 μg/mL gering. Für die geplante Anwendung im materi-
alwissenschaftlichen Bereich (QCM-D und Zug-Scher-Versuche) war dies nicht ausreichend. 
Eine Optimierung durch Anpassung der Reaktionstemperatur sowie Dauer der Synthese 
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht umgesetzt werden. Um künftig höhere Pro-
teinausbeuten zu erhalten, bietet sich zudem das „Continuous-Exchange Cell-Free“ (CECF) 
Verfahren an. Damit konnten bereits Proteinausbeuten eines globulären Proteins (EGFR-
eYFP, MW: 160 kDa) bis zu 1 g/L erreicht werden [Thoring et al., 2017]. 
 

4.2.3 Co-Expression von Tyrosinasen und Mfp-Sequenzen 
Ein weiterer Ansatz ist die Co-Expression einer Tyrosinase und einem Mfp-basierten Zielpro-
tein. Der Prozessschritt der in vitro Modifikation zur Gewinnung DOPA-enthaltener Proteine 
entfällt. Die parallele Synthese von Zielprotein und Enzym kann demnach die Prozesszeit ver-
kürzen. Allerdings kann durch die Co-Expression das Zellwachstum und Zellvitalität durch die 
Anreicherung modifizierter Proteine beeinträchtigt werden. Nachteilig sind die daraus resultie-
renden längeren Kultivierungszeiten. Des Weiteren kann bei der Hydroxylierungsreaktion in 
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der Zelle die unerwünschte Nebenreaktion zum Dopachinon und/oder zu TOPA nicht beein-
flusst werden.  
In der Literatur wurde die Co-Expression von dem Fusionsprotein fp-151 mit Tyrosinase aus 
Streptomyces antibiocus (TyrSa) bereits erfolgreich gezeigt [Choi et al., 2012]. Die Wissen-
schaftler konnten im Vergleich zu in vitro modifiziertem fp-151 für das in vivo modifizierte Pro-
tein eine um das Vierfache erhöhte Zug-Scherkraft (0,8 und 3 MPa) im Materialtest mit Alumi-
nium als Fügeteil zeigen. Allerdings erfolgte der Nachweis der Hydroxylierung mittels MALDI-
MS nur im fp-1 Teil des Fusionsproteins (ein von zwei Tyr lag hydroxyliert vor) und es lassen 
sich keine Rückschlüsse auf den Hydroxylierungsgrad im Gesamtprotein fp-151 ziehen. In ei-
ner aktuellen Studie von Yao und Kollegen aus dem Jahr 2022 konnte fp-3B aus M. gallopro-
vincialis (Mgfp-3B) erfolgreich mit drei unterschiedlichen mikrobiellen Tyrosinasen in E. coli 
co-exprimiert werden [Yao et al., 2022]. Die in vivo Modifikation führte mit den drei getesteten 
Tyrosinasen zu erhöhter Zug-Scher-Kraft mit Aluminium als Material. Das beste Ergebnis lie-
ferte die Kombination mit Co-Expression der mTyr aus V. spinosum mit 0.26 MPa im Gegen-
satz zu 0.09 MPa, gemessen für das unmodifizierte Mgfp-3B. 87 mg/L modifiziertes Mgfp-3B 
mit einem Hydroxylierungsgrad von 57,2 % wurden gewonnen (Tabelle 4-2, S. 130). Folglich 
wurden durchschnittlich ca. sechs von elf Positionen hydroxyliert. Die in vivo Modifikation ist 
basierend auf der aktuellen Literatur eine gute Methodik zur Gewinnung DOPA-modifizierter 
Proteine für Biomaterialien. Der in der vorliegenden Arbeit genutzte und optimierte in vitro An-
satz bietet jedoch zwei entscheidende Vorteile für die Anwendung: 1) der erreichte Hydroxy-
lierungsgrad in den Zielproteinen ist höher und 2) die Reaktionsbedingungen sind kontrollier-
bar und ermöglichen für zukünftige Biomaterialien bedarfsorientierte Anpassungen. 
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Tabelle 4-2 Übersicht zum Einsatz der Pilz-Tyrosinase und der mikrobiellen Tyrosinase zur Hydroxylierung Mfp-basierter Proteine und Peptide.  

Mfp oder Mfp-
basiertes Peptid 

Tyr Enzym Hydroxy-
lierung 

Nachweis 
von TOPA 

Erläuterungen Literatur 

fp-1 Decapeptid 2 muTyr 40 %* n.a. Bestimmung mittels Aminosäure Hydrolyse, 
Erste zeitaufgelöste Messung der Hydroxylierung ohne Betrachtung 
der Hydroxylierungs-Position: 
20 min  20 % DOPA; 60 min  30 % DOPA; 150 min  40 % DOPA 

[Marumo und 
Waite, 1986] 

fp-1 Decapeptid 2 muTyr 15 %* n.a. Bestimmung mittels Aminosäure Hydrolyse ohne Betrachtung der Hyd-
roxylierungs-Position 

[Burzio und 
Waite, 2000] 

fp-1 Decapeptid 2 muTyr 2 – 3** ja Erste zeitaufgelöste Messung der Hydroxylierung mit Bestimmung der 
Position:  

1. Tyr9  DOPA 
2. Tyr5  DOPA 
3. DOPA9  TOPA 

Nachweis von TOPA mittels Aminosäure Hydrolyse, Edman-Sequen-
zierung & MS 

[Burzio und 
Waite, 2002] 

fp-151 43 muTyr 30 – 35 %* n.a. Bestimmung mittels MALDI-MS, Keine Bestimmung der Hydroxylie-
rungs-Position (Keine Aussage zu TOPA) 

[Cha et al., 2009] 

fp-151 43 His6-mTyr 53 %* n.a. Bestimmung mittels Aminosäure Hydrolyse ohne Betrachtung der Hyd-
roxylierungs-Position (Keine Aussage zu TOPA) 

[Do et al., 2017] 

Mgfp-3B 11 mTyr 57,2 %*  
(6 von 11) 

n.a. Co-Expression von Mgfp-3 und mTyr (in vivo hydroxylation) 
Bestimmung mittels MALDI-MS und Säure-Borat-Differenzspektrosko-
pie1  

[Yao et al., 2022] 

Mefp-3 10 His6-mTyr 1 – 12** ja Gemisch hochgradig hydroxylierter Proteinspezies (1 – 10 OH-
Gruppen), Detektion von TOPA und Betrachtung der Hydroxylierungs-
Positionen durch ISD/T3-Sequenzierung 

Vorliegende Ar-
beit  
Abb. 3-11, S. 67 

DP1A-Variante 4 His6-mTyr 4 – 5** ja Detektion von TOPA und Betrachtung der Hydroxylierungs-Positionen 
durch ISD/T3-Sequenzierung 

Abb. 3-18, S. 82 

DP2 25 His6-mTyr 51 – 52 n.a. Bestimmung mittels MALDI-MS, ISD/T3-Sequenzierung nicht möglich Abb. 3-22, S. 89 
Decapeptid = AKPSYPPTYK, muTyr = Pilz-Tyrosinase (engl. mushroom), His6-mTyr = mikrobielle Tyrosinase. *Hydroxylierungsgrad (Ohne Betrachtung der Aus-
bildung von TOPA) = Wie viel Prozent der Tyr liegen hydroxyliert vor, **Hydroxylierungen = Anzahl der eingefügten OH-Gruppen, unabhängig von der Bildung an 
DOPA oder TOPA, n.a. – nicht angegeben/bestimmt. 1[Waite und Benedict, 1984] 
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4.3 Materialwissenschaftliche Untersuchungen 
4.3.1 Thermodynamische Untersuchungen zur temperaturabhängi-

gen Strukturänderung der Designer-Proteine 
Für die geplanten Anwendungen als Proteinkleber waren thermodynamische Untersuchungen 
der Designer-Proteine erforderlich, um Aussagen zu temperaturabhängigen strukturellen Ver-
änderungen zu treffen. Bislang wurden Mfp und Mfp-Fusionsproteine mittels Circulardichrois-
mus (CD) [Hwang und Waite, 2012], Surface-Force-Apparatur (engl. surface force apparatus, 
SFA) [Yu et al., 2011b] und Summenfrequenzspektroskopie (engl. sum frequency generation, 
SFG) [Even et al., 2008] analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurden die Designer-Proteine 
mittels nanoDSF (engl. differential scanning fluorimetry) untersucht (Kap. 3.3.1, S. 91), da bei 
dieser Methode die Verschiebung der intrinsischen Trp- als auch Tyr-Fluoreszenz beim Ent-
falten gemessen werden kann. Basierend darauf können Aussagen zu temperaturabhängigen 
strukturellen Veränderungen getroffen und die sequenzspezifischen Temperaturübergänge 
(Tt) bestimmt werden. Ein Einfluss der Hydroxylierung am Tyr in der Polypeptidkette zu DOPA 
kann somit direkt über die veränderte Fluoreszenz gemessen werden. Das nanoDSF-Gerät 
bietet den Vorteil einer schnellen und robusten Analyse für eine umfangreiche funktionelle 
Charakterisierung des zu untersuchenden Proteins zu Proteinstabilität, Aggregationsverhalten 
und den Übergangstemperaturen (Tt). Im Gegensatz zu CD sind für die Messungen nur sehr 
kleine Probenvolumen notwendig [Chattopadhyay und Varadarajan, 2019].  
Bislang existieren keine DSF-Daten in der Literatur zu Mfp-basierten Proteinsequenzen. Aus 
den Messungen der vorliegenden Arbeit ließen sich für Mefp-3 und Mgfp-3 keine Temperatu-
rübergänge im Gradienten von 15 – 95 °C bestimmen. Zudem zeigten die Proteine keine Ag-
gregation über den gemessenen Temperaturbereich. Insgesamt konnte durch die Analyse ge-
zeigt werden, dass die Mfp-3 wenig strukturiert vorliegen und folglich kaum eine konformatio-
nelle Änderung im Temperaturgradienten stattfindet (Kap. 8.2, Mefp-3: Abb. 8-21, S. 185; 
Mgfp-3: Abb. 8-22, S. 186). Während der reversen Temperaturrampe wurde die Ausgangsflu-
oreszenz wieder erreicht (FluoreszenzStart = FluoreszenzEnde), was bestätigte, dass die Tem-
peraturänderung kaum Einfluss auf die Mfp-3 hat. Auch in der Literatur werden Mfp allgemein 
als kleine, relativ unstrukturierte Proteine beschrieben [Forooshani et al., 2017; Waite, 2017]. 
Aufgrund der Aminosäurezusammensetzung und des hohen Gly-Gehalts sind Mfp nach em-
pirischen Vorhersagemodellen zur Sekundärstruktur [Chou und Fasman, 1978] sehr flexible 
Proteine. Mittels CD wurde die Struktur von Mfp-1 (aus M. californianus), Mfp-2 und Mfp-3 (aus 
M. edulis) untersucht und alle drei Proteine zeigten eine extended coil Struktur in Lösung 
[Hwang und Waite, 2012]. Von den getesteten Proteinen war Mefp-3 das am wenigsten struk-
turierte mit einem kleinen Anteil an helikalen Bereichen. Es wird postuliert, dass die vorherr-
schende random coil-Struktur in Mefp-3 dem Protein, und folglich der Muschel, ermöglicht un-
ter verschiedenen Bedingungen im Milieu an diverse Oberflächen zu binden und dabei seine 
Konformation anzupassen. Diese Eigenschaft sollte in den DP vorteilhaft bei der Wechselwir-
kung mit der Zieloberfläche (SiO2) nutzbar gemacht werden. Eine Oberflächen-abhängige 
Strukturänderung von Mefp-3 mittels SFG konnte von Even und Kollegen nachgewiesen wer-
den [Even et al., 2008]. Die Studien zeigten, dass Mefp-3 an hydrophilen Polymeroberflächen 
eine mehr oder weniger zufällige Struktur für hydrophobe Seitenketten und Sekundärstruktu-
ren einnimmt. Auf hydrophoben Oberflächen wurden starke SFG-Signale detektiert, was auf 
eine geordnete Adsorption hinweist. Somit wurde gezeigt, dass Mefp-3 an verschiedenen 
Grenzflächen unterschiedliche Konformationen annimmt. 
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Darüber hinaus war die Untersuchung der hydroxylierten Mfp-3 Proteine und der Einfluss auf 
die strukturellen Eigenschaften von Interesse. In den nanoDSF Analysen, zeigte die DOPA-
Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr in Mefp-3 und Mgfp-3 nur geringe Änderungen in den 
Fluoreszenzeigenschaften. Demzufolge scheint die Hydroxylierung in den Mfp-3 keinen star-
ken Einfluss auf intramolekulare Interaktionen unter Temperaturänderung zu haben. In einer 
Studie von Yu und Kollegen wurde bereits die strukturelle Änderung von nativen Mefp-3 wäh-
rend der Adhäsion an Mica-Oberflächen sowie der Einfluss der post-translationalen Modifika-
tion der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA in Mefp-3 und deren weitere Oxidation zu Dopachi-
non mittels SFA analysiert [Yu et al., 2011b]. Zunächst zeigte Mefp-3 die bekannte random 
coil-Struktur, jedoch nach Reaktion der Tyr über DOPA zu Dopachinon verlor das Protein seine 
konformationelle Flexibilität und zeigte eine reduzierte optische Aktivität. Durch die zusätzliche 
Modifikation gehen die Forscher von einer eingeschränkten Flexibilität im Proteinrückrat aus. 
Die weitere Oxidation zu Dopachinon führte zu einer geringeren Bindung von Mefp-3 an Mica 
durch die lokalen Konfigurationsbeschränkungen (Mefp-3DOPA = 12 mN/m, Mefp-3Dopachinon = 
1,5 mN/m). In der vorgelegten Arbeit wurde die Folgerektion von DOPA zu Dopachinon durch 
die Zugabe von Ascorbinsäure und Borat zum Puffer verhindert, um die maximalen Bindeei-
genschaften zu gewährleisten. Daher ist ein Vergleich mit den Resultaten aus der Arbeit von 
[Yu et al., 2011b] schwierig, da die strukturelle Änderung von Tyr zu DOPA in den Mfp nicht 
separat untersucht wurde. Dennoch ist von einer strukturellen Konformationsänderung auf-
grund der zusätzlichen Hydroxylgruppen in der Polypeptidkette auszugehen. 
 

Neben den Mfp-Einzeldomänen wurden in der vorliegenden Arbeit die Proteinstabilität, das 
Aggregationsverhalten sowie die Übergangstemperaturen (Tt) für DP1A/B und DP2 unter-
sucht. Diese enthalten neben dem Mfp-3-Block ELP-basierte Proteinsequenzen (Abb. 3-1, 
S. 51). ELP zeichnen sich durch einen sequenzspezifischen reversiblen Temperaturübergang 
bei Tt aus [Girotti et al., 2004]. Durch den Strukturübergang werden die hydrophoben Interak-
tionen verstärkt und es kommt zur Agglomeration der Polypeptidketten. Dieses Verhalten für 
ELP wird zur Reinigung mittels Inverse transition cycling (ITC) genutzt [Luan et al., 1991; 
McPherson et al., 1996; Meyer und Chilkoti, 2002; Meyer und Chilkoti, 2004; Schipperus et 
al., 2012; Urry et al., 1985]. Für die Reinigung von DP1A/B und DP2 mittels ITC war die Be-
stimmung von Tt über nanoDSF von Interesse. Die ELP-Sequenz in DP1A/B liegt der Arbeit 
von Desai und Kollegen zugrunde [Desai et al., 2016]. Die Forscher konnten mittels Trübungs-
messungen am Photometer (bei 600 nm) zeigen, dass sich Tt mit einer höheren Anzahl an 
Pentapeptid-repeats (VPGVG)n verringert: (n = 50 / Tt = 40 °C) > (n = 75 / Tt = 34 °C) > (n = 
100 / Tt = 31 °C), die ELP lagen dabei in PBS vor. In DP1A/B wurde ein 75-facher repeat 
eingebaut. In der vorliegenden Arbeit wurden im Durchschnitt mittels nanoDSF ähnliche Tt 
(DP1A-Variante = 23,97 °C, DP1B-Variante = 25,07 °C) in der Heizphase bestimmt (Tabelle 
3-10, S. 96). Allerdings ist beim Vergleich mit [Desai et al., 2016] zu berücksichtigen, dass 
DP1A/B in einem Puffer für das ITC (Tabelle 2-14, S. 38) vorlagen. Dieser besitzt eine höhere 
Ionenstärke und dadurch wird der Übergang zu einer geringeren Tt verschoben. Zusätzlich 
wird der zentrale ELP-Block in den DP1 von Mfp-3-Sequenzanteilen flankiert (Abb. 3-1, S. 51 
und Abb. 3-16, S. 79) und kann somit die Faltungsprozesse im Temperaturgradienten beein-
flussen. Dieses Verhalten ist bereits in der Literatur wie folgt beschrieben. Trabbic-Carlson und 
Kollegen zeigten den Effekt für sechs verschiedene Fusionsproteine auf Tt des ELP (Tt = 
48 °C) [Trabbic‐Carlson et al., 2004]. Dabei wurde eine negative Korrelation zwischen Tt und 
dem Anteil der hydrophoben Oberfläche des fusionierten Partners beobachtet. Beispielsweise 
senkte die Fusion von ELP mit CAT (Chloramphenicol Acetyltransferase) Tt signifikant auf 
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36 °C. Dem gegenüber steht die Fusion von ELP mit GFP (engl. Green fuorescent protein), 
welches eine relativ hydrophile Oberfläche besitzt. In den Trübungsmessungen am Photome-
ter (bei 350 nm) zeigte diese Fusion eine höhere Tt (52 °C). In einer weiteren Studie von Park 
und Kollegen konnte neben dem Einfluss der ELP-Länge (je länger ELP desto niedriger Tt), 
der Einfluss der Trx (Thioredoxin)-Fusion aufgrund der Hydrophobizität bestätigt werden [Park 
und Won, 2009]. Trx ist etwas hydrophiler als das untersuchte ELP. Da die hydrophobe Wech-
selwirkung beim ELP-Phasenübergang die treibende Kraft ist, scheint die ELP-Aggregation 
durch Trx beeinflusst zu werden. Dennoch zeigte Trx keinen starken Einfluss auf die Änderung 
von Tt (ELP: 16 °C; Trx-ELP: 18 °C), da die Molekulare Masse von Trx (11,81 kDa) relativ klein 
ist.  
Darüber hinaus wurde in der vorgelegten Arbeit der Einfluss der DOPA-Modifikation in den DP 
auf struktureller Ebene mittels nanoDSF analysiert (Kap. 3.3.1, S. 91). Bislang wurde die Hyd-
roxylierung Peptid-gebundener Tyr zu DOPA in der Form noch nicht untersucht und lieferte 
interessante Einblicke in das Faltungsverhalten ELP-basierter Proteine. Für die DP1A-
Variante konnte eine deutliche Verschiebung von Tt (+ 7,7 °C) aufgrund der Modifikation ge-
zeigt werden (Tabelle 3-10, S. 96). Demzufolge beeinflusst die Modifikation von Tyr zu DOPA 
die Faltung (ELP-Übergang). Des Weiteren zeigten die Messungen der Lichtstreuung, dass 
die Agglomeration der modifizierten DP1A-Variante 7,1 °C später einsetzte. In der eingangs 
vorgestellten Studie von [Yu et al., 2011b] wurde ebenfalls durch die DOPA-Modifikation eine 
eingeschränkten Flexibilität im Rückgrat von Mfp gezeigt. Auch die Schlussfolgerung von [Park 
und Won, 2009] wurde durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigt, dass die Hyd-
rophobizität der Fusionspartner einen Einfluss auf die Tt von ELP hat. Durch die zusätzlichen 
OH-Gruppen in den modifizierten DP sind die Proteinanteile hydrophiler und erhöhen das Tt 
der ELP-Fusion. Im Gegensatz zu den Resultaten der DP1A-Variante wurde für die DP1B-
Variante weder für Tt noch den Beginn der Agglomeration ein verändertes Verhalten im Ver-
gleich zur nicht-mod. Variante beobachtet. Grund hierfür kann die enzymatische Umwandlung 
der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA mittels His6-mTyr sein. Wie bereits in Kap. 4.2 (S. 123) 
diskutiert, entsteht bei der Reaktion ein Proteingemisch mit einer unterschiedlichen Anzahl an 
Hydroxylierungen. Im Fall der mod. DP1B-Variante besteht die Annahme, dass die untersuch-
ten Proteinchargen kaum hydroxyliert wurden. Basierend auf dem Aminosäuresequenz beider 
DP1 (Abb. 3-24, S: 93) war nicht von einem unterschiedlichen Verhalten in der temperaturab-
hängigen Strukturänderung auszugehen.  
Die Untersuchung von DP2, bestehend aus Mefp-3 als adhäsiven und TE als kohäsiven Block 
(Tabelle 3-1, S. 51), war ebenfalls für die Reinigung mittels ITC von Interesse. Bislang sind 
keine Daten zur Untersuchung von TE und TE-basierten Sequenzen mittels nanoDSF in der 
Literatur beschrieben.  Im Allgemeinen sind strukturelle Informationen zu TE auf einzelne Ab-
schnitte in der Polypeptidkette oder der Domänen begrenzt [Ozsvar et al., 2021; Tarakanova 
et al., 2019]. TE enthält Konformationen wie Poly-Pro-II-Helix (PPII) und β-turns, deren Stabi-
lität stark vom Milieu abhängt [Tamburro et al., 2003]. In Lösung kann TE entweder in einer 
globulären oder in einer gestreckten Polypeptidkette vorliegen und zeigt damit einen hohen 
Grad an Flexibilität [Wise und Weiss, 2009], die für dessen Funktionalität in vivo unabdingbar 
ist (Kap. 1.4.2.1, S. 20). Ausschließlich in den Poly-Ala-Domänen sind Sekundärstrukturen wie 
α-Helices vorhanden. Für die Reinigung von DP2 mittels ITC (Kap. 3.2.4.2, S. 85) wurde in der 
vorliegenden Arbeit ebenfalls die Eigenschaft des reversiblen Temperaturübergangs genutzt 
und eine gezielte und effektive Reinigung aus einem E. coli Lysat erstmals gezeigt. In der 
Literatur wurde bislang nur das Koazervationsverhalten von TE ohne weitere Nutzung unter-
sucht [Vrhovski und Weiss, 1998]. Bei der nanoDSF-Analyse von DP2 ließ sich jedoch kein 
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detektierbarer Übergang nachweisen. Demnach lässt sich für dieses Protein mit dieser Me-
thode keine verlässliche Aussage zur strukturellen Änderung induziert durch Temperatur tref-
fen. Perspektivisch könnten andere Methoden wie CD genutzt werden. 
Aus den Untersuchungen von hydroxylierten DP2 mittels nanoDSF (Kap. 8.2, Abb. 8-20, 
S. 184) ist davon auszugehen, dass DOPA die intra- und intermolekularen Wechselwirkungen 
im Protein verstärkt. Dieses Ergebnis ist jedoch aufgrund der geringen Sensitivität sowie der 
Probenbeschaffenheit (Proteingemisch, Abb. 3 33, S. 113, Spur 12) unter Vorbehalt zu be-
trachten. Dennoch war der Einfluss auf die temperaturinduzierte Strukturänderung und Ver-
schiebung von Tt in einen höheren Temperaturbereich deutlich. Neben den zehn Tyr im Mfp-3-
Block enthält DP2 im TE-Block weitere fünfzehn Tyr (Tabelle 3-1, S. 51). Aus diesem Grund 
hat die Hydroxylierung der Tyr zu DOPA ebenfalls einen Effekt auf die Wechselwirkungen im 
kohäsiven Block in DP2. Dieser Zusammenhang ist auch für die Nutzung als Bindemittel von 
Vorteil, da durch die Modifikation zu DOPA die kohäsiven Kräfte verstärkt werden. Die Modifi-
kation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA und die anschließende Analyse mittels nanoDSF sind 
bisher für TE und TE-basierte Sequenzen nicht beschrieben. 
 
4.3.2 Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten der Designer-Pro-

teine an SiO2-Oberflächen mittels QCM-D 

4.3.2.1 Festlegung der Versuchsparameter 
Das Adsorptionsverhalten der Designer-Proteine (DP) an eine SiO2-Sensoroberfläche wurde 
in der vorgelegten Arbeit mittels QCM-D untersucht. Die Methode wurde bereits häufig zur 
Untersuchung der Proteinadsorption von Muschelfußproteinen [Höök et al., 2001; Hwang et 
al., 2005; Hwang et al., 2004; Kim et al., 2018] und Mfp-basierter Sequenzen [Hwang et al., 
2007; Wilke und Börner, 2012] eingesetzt und schon kleinste Massenänderungen können in 
Echtzeit bis in den Nanogramm-Bereich (ng/cm2) detektiert werden [Rodahl et al., 1997]. Eine 
vergleichende Literaturübersicht zu den QCM-Analysen Mfp-basierter Proteine ist in Tabelle 
4-3 (S. 139) dargestellt. Die Resultate werden in Kap. 4.3.2.2 (S. 137) diskutiert. Allgemein 
sind in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben zum Versuchsaufbau sowie der Messpa-
rameter zu finden. In den früheren Arbeiten von Hwang und Kollegen [Hwang et al., 2005; 
Hwang et al., 2007; Hwang et al., 2004] erfolgte eine Trocknung der Mfp nach Probenauftra-
gung auf einen Goldsensor. Folglich wurde nicht das Adsorptionsverhalten während der Pro-
teinapplikation untersucht, sondern nur die finale Frequenzänderung der getrockneten Probe. 
Dieser Versuchsaufbau lässt keine Aussagen auf Adsorption- und Desorptionsprozesse in 
Echtzeit zu und war somit für die Untersuchungen der DP nicht geeignet. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Methodik nach [Petrone et al., 2015] ausgewählt (Kap. 2.2.7.1, S. 48). Zur 
Optimierung der Messbedingungen für die Adsorption der DP an eine SiO2-Sensoroberfläche 
wurde zusätzlich der Einfluss verschiedener Parameter getestet: I) Proteinkonzentration 
(Kap. 3.3.2.1, S. 97), II) Applikationszeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) und III) Messtemperatur 
(Kap. 3.3.2.3, S. 100). Diese Ergebnisse zeigten, dass die applizierte Proteinmenge, das Mi-
lieu, die Messzeit als auch die Dauer der Proteinapplikation einen großen Einfluss auf die finale 
Frequenzänderung (∆f) haben können. Aufgrund der Probenbeschaffenheit und des äußeren 
Milieus sind einige Aspekte während der Proteinapplikation zu beachten und sollen im Folgen-
den diskutiert werden.  

I) Proteinkonzentration 
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In der Literatur wurde der Zusammenhang zwischen der aufgetragenen Proteinmenge und der 
Frequenzänderung in QCM-D Messungen bereits für unterschiedliche Proteine gezeigt: IgG 
[Ogi et al., 2007], β-Casein [Lee et al., 2004], Fibrinogen [Hemmersam et al., 2005] und ELP 
[Alvisi et al., 2021; Srokowski und Woodhouse, 2013]. In der vorliegenden Arbeit konnten 
ebenfalls höhere ∆f mit steigender Proteinkonzentration der DP1A-Variante erzielt werden 
(Abb. 3-26, S. 98). So wurde beispielsweise das höchste ∆f der Versuchsreihe mit 690,4 ± 
8,71 Hz für eine Konzentration von 0,4 mg/mL bestimmt. Aufgrund der Proteineigenschaften 
kam es jedoch unter den getesteten Bedingungen verstärkt zu intra- und intermolekularen 
Wechselwirkungen und die Löslichkeit der DP1A-Variante nahm mit höheren Konzentrationen 
ab. Die Ausbildung von Proteinagglomeraten war bereits ab einer Konzentration von 
0,2 mg/mL durch Trübung der Lösung zu beobachten und konnte durch DLS-Messungen 
(Kap. 8.2, Abb. 8-23 und Tabelle 8-9, S. 188) bestätigt werden. Diese Proteinagglomerate rie-
fen in den Frequenzplots eine starke transiente Frequenzabnahme hervor, welche jedoch nicht 
die Proteinadsorption an die SiO2-Oberfläche wiederspiegelt, sondern vielmehr eine tempo-
räre Ablagerung der Proteinaggregate auf dem Sensor (Kap. 3.3.2.1, S. 97). Trotz der höheren 
finalen ∆f-Werte mit steigender Proteinkonzentration, sind diese Ergebnisse unter Vorbehalt 
zu betrachten. Zudem stellt die Ausbildung von Proteinagglomeraten eine potenzielle Ursache 
von Blockierungen der Pumpenschläuche im System dar. Die spezifische Interaktion zwischen 
ELP-Polypeptiden und das Koazervationsverhalten sind neben den Pufferbedingungen auch 
von der ELP Länge (höheres Molekulargewicht, MW) abhängig [Desai et al., 2016; Girotti et 
al., 2004; Meyer und Chilkoti, 1999; Meyer und Chilkoti, 2004; Urry et al., 1985] (Kap. 1.4.2.1, 
S. 20). Dies zeigt sich auch beim Vergleich von Literaturdaten. In den Arbeiten von [Alvisi et 
al., 2021; Srokowski und Woodhouse, 2013] kam es bei höheren Konzentrationen der ELP mit 
einem MW von 1,2 – 20 kDa nicht zur Ausbildung von ELP-Proteinagglomeraten während der 
QCM-Messung. Hingegen wurden Aggregate eines ELP-RGD-Polymers (60,6 kDa) bei einer 
Konzentration von 0,1 mg/mL in PBS mittels DLS gezeigt [Costa et al., 2009]. In der vorliegen-
den Arbeit wurde nach massenspektrometrischer Analyse ein MW der DP1A-Varinate von 
34,8 kDa nachgewiesen (Abb. 3-18, S. 82). Demzufolge ist schon bei geringeren Konzentrati-
onen von stärkeren Interkationen auszugehen. Um Proteinablagerungen der DP1A-Varinate 
während der QCM-D-Messungen zu vermeiden und verlässliche Daten zu generieren, wurde 
in den Untersuchungen zur Proteinadsorption der DP in der vorgelegten Arbeit eine Protein-
konzentration von 0,1 mg/mL verwendet. 

II) Applikationszeit 
Aus den Versuchen zur Applikationszeit (Kap. 3.3.2.2, S. 99) wurden zwei Phasen während 
der Proteinauftragung bestimmt. In der 1. Phase wird die SiO2-Sensoroberfläche mit Protein 
benetzt, während in der 2. Phase bereits Proteinschichten (multilayer) durch die kohäsiven 
Eigenschaften des ELP-Blocks zwischen den Monomeren der DP1A-Variante ausgebildet 
werden. Um den Einfluss einer verlängerten Applikationszeit auf das finale ∆f zu überprüfen, 
wurde die Frequenzänderung bis zu 30 min verfolgt (Abb. 3-27, S.100). Anhand der QCM-
Daten war die Ausbildung der Proteinschichten nach 30-minütiger Applikationszeit noch nicht 
abgeschlossen. Jedoch wurden diese multilayer im darauffolgenden Waschschritt mit PBS un-
ter den getesteten Bedingungen wieder vollständig gelöst. Die finalen ∆f-Werte waren unab-
hängig von der Proteinapplikationszeit (10 oder 30 min) (Tabelle 3-12, S.100). Aus der Litera-
tur sind häufig keine zeitaufgelösten Frequenzplots (QCM-D) für Mfp-basierte Sequenzen ge-
zeigt und ein Zusammenhang zwischen ∆f und der Applikationszeit wurde bislang nicht im 
Detail untersucht. Die QCM-Daten sind oft als Säulendiagramm dargestellt und das Adsorpti-
onsverhalten wird nicht separat beschrieben. Die Arbeit von [Petrone et al., 2015] zeigt 
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Frequenzplots in einem Zeitfenster von 7,5 min mit einer kurzen Applikationszeit von 2 min. In 
den Untersuchungen von [Wilke und Börner, 2012] zur Adsorption eines Mefp1-basierten Kon-
jugats (AKPSYPPTYK−Polyethylenoxid) auf eine Stahloberfläche erfolgte die Probenauftra-
gung für 90 min. Die Ausbildung eines stabilen ∆f war jedoch nach dieser Zeit noch nicht er-
reicht. Der Aspekt der Applikationsdauer wurde von den Forschern nicht weiter betrachtet. In 
der hier vorgelegten Arbeit wurde gezeigt, dass das finale ∆f nach dem Waschschritt unab-
hängig von der Dauer der Proteinauftragung ist und folglich auf 10 min festgelegt werden 
konnte.  
Die aufgestellte Hypothese, dass sich bei DP1 die Proteinauftragung in zwei Phasen untertei-
len lässt und die finalen ∆f-Werte unabhängig von der Applikationsdauer sind, wurde auch 
durch die Ergebnisse der Mfp-3 Einzeldomänen bestätigt. Ein stabiles ∆f war in den Untersu-
chungen von Mefp-3 und Mgfp-3 bereits nach 5 min Proteinapplikation erreicht (Abb. 8-29, 
S. 191). Bei den Mfp-3 kam es unter den getesteten Bedingungen erwartungsgemäß nicht zur 
Ausbildung von Proteinschichten und nach max. 5 min war die Benetzung der SiO2-Sensor-
oberfläche abgeschlossen. Dennoch wurde zur Vergleichbarkeit aller DP eine Applikationszeit 
von 10 min festgelegt.  

III) Messtemperatur 
Im Hinblick auf den thermoresponsiven ELP-Bock in der DP1A-Variante waren die QCM-
Untersuchungen zur Messtemperatur (Kap. 3.3.2.3, S. 100) von großem Interesse. Der ELP-
Block zeichnet sich durch einen reversiblen Temperaturübergang bei einer sequenzspezifi-
schen Übergangstemperatur (Tt) aus (Kap. 1.4.2.1, S. 20). In der vorgelegten Arbeit sollte 
diese Eigenschaft sowohl für das Adsorptionsverhalten an eine Zieloberfläche (SiO2), als auch 
für das Kohäsionsverhalten zur Ausbildung von Proteinschichten untersucht werden. Neben 
der Temperaturabhängigkeit der zu untersuchenden DP, ist auch der Einfluss der Messtem-
peratur auf den Quarz-Sensor zu beachten. Dieser Zusammenhang wurde bereits häufig in 
der Literatur beschrieben [Lee et al., 2020; Walls und Gagnepain, 1992; Wessels et al., 2013]. 
Äußere Einflüsse wie Temperatur, Druck und Feuchtigkeit beeinflussen die Oszillation des 
Schwingquarzes, der zu einer Frequenzverschiebung führt [Walls und Gagnepain, 1992]. Da 
in der vorgelegten Arbeit ausschließlich die finalen Frequenzänderungen miteinander vergli-
chen wurden, ist dieser Aspekt vernachlässigbar. Insgesamt konnten im Durchschnitt ver-
gleichbare finale ∆f-Werte mit steigender Temperatur ermittelt werden (Tabelle 3-13, S. 102). 
Jedoch unterscheiden sich die Frequenzplots im Verlauf der Proteinapplikation sowie des 
Waschschritts für die getesteten Temperaturen deutlich. Nach 10-minütiger Probenauftragung 
steigt ∆f im Verlauf der Messung mit zunehmender Temperatur auf folgende Maximalwerte: 
∆f15°C ~ 245 Hz; ∆f25°C ~ 300 Hz; ∆f35°C ~ 460 Hz (Abb. 3-28, S. 102). Die Begründung liegt auch 
hier in den intra- und intermolekularen Interaktionen durch den ELP-Teil in der DP1A-Variante. 
Bereits im Probengefäß konnte bei 35 °C eine Trübung der Lösung durch die Ausbildung von 
Aggregaten beobachtet werden. Dadurch kam es zu starken Schwankungen im Kurvenverlauf 
der Frequenzplots (Abb. 3-28, S. 102, blau) und die Ergebnisse sind für diese Temperatur 
nicht aussagekräftig (Standardabweichung von ± 159,08 Hz). Neben der Ausbildung von Pro-
teinschichten kam es sehr wahrscheinlich zur Ablagerung von Proteinaggregaten auf den Sen-
sor, die leicht mit PBS abgespült werden konnten. Ebenfalls konnte dieser Zusammenhang 
mittels nanoDSF in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden (Kap. 3.3.1, Abb. 3-23 C, grüne 
Kurve, S. 92). Der Beginn der Agglomeration konnte durch die Zunahme der Lichtstreuung bei 
23 °C nachgewiesen werden. Folglich liegt die DP1A-Variante bei 35 °C bereits agglomeriert 
vor. Die Zugänglichkeit bzw. Flexibilität zur optimalen Adsorption an der Sensoroberfläche ist 
nicht oder wenn eher zufällig gegeben. Dies zeigte sich auch in der hohen SD (236 ± 159 Hz, 
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Tabelle 3-14, S. 105). Als Ausblick und Optimierung des Versuchsaufbaus könnte die Pro-
teinapplikation auf den SiO2-Sensor unterhalb von Tt (~ 24 °C, Abb. 3-23, S. 92) stattfinden, 
um die Ausbildung von Mikroaggregaten zu vermeiden. Anschließend können die intra- und 
intermolekularen Wechselwirkungen durch Erhöhung der Temperatur in der Messzelle auf 
35 °C induziert werden. Dadurch wird zunächst die Adsorption an die SiO2-Oberfläche bei T < 
Tt gewährleistet (im Idealfall vollständige Benetzung des Sensors) und im Anschluss kommt 
es erst durch die Temperaturerhöhung zur Ausbildung von Proteinschichten. Zusätzlich könnte 
eine Oberflächenanalyse der ausgebildeten Proteinschichten mittels AFM eine dreidimensio-
nale Abbildung ermöglichen und weitere interessante Einblicke liefern. Basierend auf den Li-
teraturdaten und verschiedenen gezielten Anlysen der vorliegenden Arbeit wurde eine verläss-
liche Bedingung für vergleichende Experimente für die DP definiert. Diese können die bisheri-
gen QCM-Erkenntnisse bestätigen und erweitern. 

4.3.2.2 Vergleichende Untersuchungen zur Proteinadsorption 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Adsorptionsverhalten der Designer-Proteine 
(DP) ohne und mit Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA mittels QCM-D unter-
sucht. Basierend auf der Grundidee zur Entwicklung eines Formaldehyd-freien bio-basierten 
Klebstoffs auf Proteinbasis (Kap. 1.3.1, S. 9) wurde Sand, bestehend aus SiO2 (Mica), als Ziel-
oberfläche festgelegt. Die Adhäsion von Mfp an Mica-Oberflächen wurde in der Literatur be-
reits mittels SFA (engl. surface force apparatus) bestätigt. Die Untersuchungen zur Interaktion 
der verschiedenen Mfp wurden in dem Übersichtsartikel von Lee und Kollegen zusammenge-
fasst [Lee et al., 2011]. Bei diesen SFA-Analysen wurde die stärkste Adhäsion mit Monolayern 
aus Mfp-3 mit einer Adhäsionsenergie von - 2,5 mJ/m2 bei pH 3 gezeigt [Yu et al., 2011b]. 
Damit liegen die Adhäsionsenergien im Bereich von Streptavidin-Biotin (-10 mJ/m2), der als 
Maßstab für nicht-kovalente Wechselwirkungen von Proteinen gilt [Helm et al., 1991]. Unter-
suchungen mit AFM (engl. atomic force microscopy) zeigten zudem, dass DOPA stark an Me-
talloxid-Oberflächen bindet [Lee et al., 2006]. Auch durch die Modifikation der Peptid-gebun-
denen Tyr in GFP zu DOPA wurde eine stärkere Adsorption an TiO2-Oberflächen im Vergleich 
zu GFP mittels QCM gezeigt [Deepankumar et al., 2017]. Mit Hilfe der Dichtefunktionaltheorie 
(DFT, engl. density functional theory) wurde die starke Bindung der Catechol-Funktion eben-
falls an Silica-Oberflächen bewiesen [Mian et al., 2010]. In einer Folgestudie der gleichen Ar-
beitsgruppe wurde mittels Molekulardynamik-Simulationen (MD, engl. molecular dynamics) 
gezeigt, dass die Catechol-Gruppe in Mfp in der Lage ist einen Teil der Wassermoleküle zu 
verdrängen und sich mit Wasserstoffbrückenbindungen und Dispersionskräften an die Ober-
fläche zu haften [Mian et al., 2014]. Dieser Prozess ist reversibel und für das Überleben der 
Muschel im Meer essentiell.  
In den QCM-D-Analysen der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens 
der DP auf die SiO2-Sensoroberflächen (Kap. 3.3.2.4.1, S. 102) führte die Kombination aus 
adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken in der DP1A-Variante zu einer verbesserten Ad-
sorption um Faktor 6,7 (Ø = 233 Hz) im Vergleich zu den adhäsiven Mfp-3-Einzelblöcken (Ø = 
35 Hz) (Abb. 3-29, S. 104). Zusätzlich konnte durch die Hydroxylierung der Peptid-gebunde-
nen Tyr zu DOPA bei allen DP mittels der rekombinant hergestellten mikrobiellen Tyrosinase 
(Kap. 3.2.1.2, S. 54) die Wechselwirkung erhöht werden. Das beste Ergebnis lieferte die mo-
difizierte DP1A-Variante mit einer finalen Frequenzänderung von 298 ± 21,9 Hz. Insgesamt 
konnten die QCM-D-Daten die Arbeitshypothese der vorgelegten Arbeit bestätigen. Die adhä-
siven Blöcke (Mefp-3 und Mgfp-3) ermöglichten die Haftung an die Oberfläche, während die 
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zusätzlichen kohäsiven Blöcke in den DP (DP1A-Variante und DP2) zur inneren Festigkeit und 
Stabilität beigetragen haben.  
Eine vergleichende Literaturübersicht ist in Tabelle 4-3 (S. 139) zu den QCM-Analysen darge-
stellt. In der Studie von [Kim et al., 2018] konnten beispielsweise für das Muschelfußprotein 5 
aus Mytilus galloprovincialis Frequenzänderung von ca. 20 Hz (unmodifiziert, Mgfp-5) bis ca. 
40 Hz (modifiziert, Mgfp-5DOPA) mittels QCM für Gold-beschichtete Quarzsensoren bestimmt 
werden. Für das Strukturprotein Mefp-1, das die schützende Außenhaut der Byssusfäden in 
der Muschel bildet, wurde ebenfalls für Gold-Sensoren ein finales ∆f von 58 Hz bestimmt [Höök 
et al., 2001]. Damit liegen die in der vorliegenden Arbeit bestimmten ∆f-Werte der Mfp-3-Ein-
zeldomänen im Bereich der Literaturangaben anderer getesteter Mfp. Ein direkter Vergleich 
ist nicht möglich, da keine Analysen mit dem typischen QCM-Ablauf (Äquilibrierung, Pro-
teinapplikation, Waschschritt) für Mfp-3 publiziert sind.  
Neben den adhäsiven Mfp-3-Domänen sind auch Daten zu ELP-basierten Sequenzen in Kom-
bination mit adhäsiven Protein-Blöcken aufgelistet. In der Arbeit von [Costa et al., 2009] wurde 
die Adhäsion eines ELP-RGD-Polymer auf Chitosan-beschichtete Sensoren (140 Hz) und 
Quarzsensoren ohne Beschichtung (70 Hz) untersucht. Die angegebenen ∆f-Werte sind ver-
gleichbar mit den Daten zu mod. DP2 (101,3 ± 18 Hz) an die SiO2-Sensoren. Im Allgemeinen 
sind der Literatur wenige Adhäsionsstudien zu ELP-basierten Sequenzen mittels QCM zu ent-
nehmen, weil die Polymere häufig mittels anderer Verfahren wie Instron, SPR, AFM untersucht 
wurden. Darüber hinaus wurden in QCM-Analysen oft andere Sensoren, je nach Anwendung 
des ELP-basierten Biopolymers, eingesetzt. Aus diesem Grund ist ein Vergleich der vorge-
stellten Literaturdaten mit den in der vorliegenden Arbeit generierten Daten schwierig. Einzig 
die Studie von Li und Kollegen eignet sich für einen direkten Vergleich. Die Forscher produ-
zierten einen Copolymer bestehend aus ELP und einem Silica-Bindemotiv (Silaffin R5 – 
SSKKSGSYSGSKGSKRRIL) rekombinant in E. coli [Li et al., 2018]. Die gereinigten Silaffin-
funktionalisierten ELP zeigten in den QCM-Analysen bei 25 °C in PBS eine doppelt so hohe 
Adhäsion an die SiO2-Sensoren mit 110 Hz im Vergleich zum ELP-Einzelblock mit 50 Hz. Zu-
sätzlich wurde der Einfluss der Temperatur auf die Adsorption untersucht. Bei 50 °C wurden 
200 Hz für Silaffin-ELP und 125 Hz für ELP erhalten. In der vorliegenden Arbeit konnte die 
Kombination aus Mefp-3-Sequenzanteilen und ELP (DP1A-Variante) im Mittel ein finales ∆f 
von 233 ± 6,9 Hz bei 25 °C bestimmt werden. Die Funktionalisierung durch Modifikation der 
Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA verbesserte die Adhäsion auf 298 ± 21,9 Hz. Somit wurde 
für die mod. DP1A-Variante bei einer gleichen Messtemperatur von 25 °C ein ~ 3-fach höherer 
∆f-Wert im Vergleich zum Silaffin-ELP aus der Arbeit von [Li et al., 2018] erzielt. Zusammen-
fassend konnte der positive Einfluss der zusätzlichen Hydroxylierungen der Peptid-gebunde-
nen Tyr zu DOPA aller getesteten DP auf die Adsorption an die hydrophile Sensoroberfläche 
bestätigt werden. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit war eine weiterführende Charakterisie-
rung der DP an den Klebeflächen nicht geplant, da die Untersuchungen zur Bestimmung der 
Klebekraft an SiO2-Oberflächen mittels QCM-D und der Werkstoffprüfung im Fokus standen. 
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Tabelle 4-3 Literaturvergleich zur Proteinadsorption Mfp- und ELP-basierter Sequenzen bestimmt mit QCM 

Protein Messparameter OF ∆f (Hz) T 
(°C) 

Literatur 

Mfp-basierte Sequenzen   
   Mgfp-5 10 µM (~ 0,1 mg/mL) in PBS, tAppl = 60 min, Flow: 10 μL/min Au 20,0 n.d. [Kim et al., 2018] 
   Mod. Mgfp-5  Au 40,0  [Kim et al., 2018] 
   Mefp-1 25 µg/mL in 0,1 M Acetatpuffer (0,75 M NaCl, pH 5,5), tAppl = 45 min, Flow: 

n.d.  
CH3-Endgruppe 

Au 58,0 22 [Höök et al., 2001] 

   Pvfp 
      Pvfp-3α 
      Pvfp-5β 
      Pvfp-6 

 
0,1 mg/mL in 10 mM HAc, tAppl = 2 min, Flow: 50 μL/min 

TiO2  
5,4 
12,8 
9,7 

n.d. [Petrone et al., 
2015] 

   
MAP(Peptide) 

50 mg/mL in 0,8 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,5), tAppl = 60 – 180 min, 
Flow: 30 μL/min 

Stahl 19,0 22 [Wilke und Börner, 
2012] 

Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken   
   ELP-RGD 1 mg/mL in PBS, tAppl ≥ 30 min, Flow: 50 μL/min Au 70,0 – 140,0 25 [Costa et al., 2009] 
   Silaffin-ELP: 
      ELP120 
      Silaffin-  
      ELP120 

 
40 μM in PBS, tAppl ≥ 30 min, Flow: 50 μL/min 

 
SiO2 

 
50 
125 
110 
200 

 
25 
50 
25 
50 

 
[Li et al., 2018] 

Mfp-3 Einzeldomänen  vorliegende Arbeit 
   Mefp-3 0,1 mg/mL in 5 % HAc, tAppl = 10 min, Flow: 60 μL/min SiO2 58,2 ± 4,6 25  
   Mod. Mefp-3  70,8 ± 8,8 25  
   Mgfp-3  12,5 ± 6,6 25  
   Mod. Mgfp-3  23,0 ± 4,1 25  
Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken  vorliegende Arbeit 
   DP1A- 
   Variante 

0,1 mg/mL in 100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl (pH 8), tAppl = 10 min, 
Flow: 60 μL/min 

SiO2 233,2 ± 6,9 25  

   Mod. DP1A- 
   Variante 

298,0 ± 21,9 25  

   DP2 0,1 mg/mL in 10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl (pH 8), tAppl = 10 min, Flow: 
60 μL/min 

41,0 ± 5,3 25  
   Mod. DP2 101,3 ± 18,0 25  

OF – Oberfläche, ELP – Elastin-ähnliche Peptide, RGD – Sequenzmotiv von Proteinen der Extrazellulären Matrix zur Zelladhäsion, Silaffin-tag – MSSKKSGSYSGSKGSKRRIL, mod. 
– modifizierte Proteinvariante (Hydroxylierung der Tyr zu DOPA) 



4   Diskussion          140 
 

 

4.3.3 Untersuchungen zu den Klebeeigenschaften der Designer-
Proteine 

Zu Beginn der Messungen der Zug-Scher-Kräfte der Designer-Proteine (DP) wurden Vorver-
suche zur Testung der Probenvorbereitung sowie des geeigneten Lösungsmittels (Kap. 3.3.3, 
S. 109) durchgeführt. Während der Etablierung haben sich in der Vorbereitung der Prüfkörper 
folgende Herausforderungen ergeben: inhomogene Probenauftragung aufgrund der Proben-
beschaffenheit (Klebrigkeit), Probenaustritt aus der Klebefuge oder Bruch des Fügeteils (Mi-
caplatte). Daraus resultierte die finale Methode zur Bestimmung der Zug-Scher-Kräfte der DP 
(Kap. 2.2.7.2, S. 50). In den relevanten Literaturstellen zum Vergleich der Zug-Scher-Kräfte 
der DP mit Daten anderer Mfp- und ELP-basierter Sequenzen wurde der Aspekt der Proben-
applikation nicht hinreichend thematisiert (Tabelle 4-4, S. 143). Dennoch ist beispielsweise bei 
einer Proteinkonzentration auf dem Fügeteil von 500 mg/mL modifiziertem fp-151 in 5 % HAc 
davon auszugehen, dass es auch hier zu ähnlichen Herausforderungen bei der Probenvorbe-
reitung kam [Choi et al., 2012]. Dies sind jedoch lediglich Mutmaßungen basierend auf eigenen 
praktischen Erfahrungen. Aus den Vorversuchen wurden 50 mM NaAc (pH 5) als Lösungsmit-
tel für die DP festgelegt. Zum einen war bei den modifizierten Proteinvarianten von einer stär-
keren Interaktion der Polypeptidketten auszugehen, was einen Einfluss auf das Homogenisie-
ren der Proteine auf den Fügeteilen haben kann, und zum anderen sind die Interaktionen der 
Catechol-Seitenkette (DOPA) an Grenzflächen bei saurem pH-Wert sehr vielfältig: H-Brücken-
bindungen, sowie elektrostatische, hydrophobe und koordinative Wechselwirkungen (Abb. 
1-10, S. 16).  
Betrachtet man die ermittelten Klebeeigenschaften an SiO2- und Al-OF der adhäsiven Einzel-
domäne Mefp-3, konnten unabhängig der Zieloberfläche vergleichbare Zug-Scher-Kräfte 
(SiO2-OF: 0,95 MPa; Al-OF: 0,68 MPa) gemessen werden. Dieses Ergebnis für rekombinantes 
Mefp-3 bestätigte die für native Mfp publizierten Haftungseigenschaften an verschiedene 
Oberflächen [Lee et al., 2006; Waite, 2017; Waite und Tanzer, 1981]. In der Literatur liegen 
die Daten zu adhäsiven Einzeldomänen in einem ähnlichen Größenbereich (Tabelle 4-4, 
S. 143). Beispielsweise wurde bei Messungen an Al-OF eine Zug-Scher-Kraft von 0,57 MPa 
für die Mfp-3 Variante aus M. galloprovincialis (Mgfp-3) erhalten [Yang et al., 2013]. In der 
vorliegenden Arbeit wurde durch Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA mittels 
His6-mTyr ein Proteingemisch aus Mefp-3-Spezies mit einer unterschiedlichen Anzahl an Hyd-
roxylierungen generiert (Abb. 3-11, S. 67). Somit waren in der Probe mit mod. Mefp-3 Protein-
varianten mit 1 – 10 OH-Gruppen nachweisbar. Die Zug-Scher-Kräfte der modifizierten Vari-
ante waren unabhängig von der Zieloberfläche im Durchschnitt doppelt so hoch im Vergleich 
zu Mefp-3. Betrachtet man die Literaturdaten modifizierter Mfp sind die angegebenen Zug-
Scher-Kräfte sehr divers und variieren je nach Prüf- und Messbedingung (Tabelle 4-4, S. 143). 
An Al-OF wurden für die mod. Proteinvarianten aus M. galloprovincialis 0,94 ± 0,33 MPa für 
Mfp-3 und 0,69 ± 0,17 MPa für Mfp-5 bestimmt [Yang et al., 2013]. In der vorgelegten Arbeit 
zeigte mod. Mfp-3 aus M. edulis (Mefp-3) eine Zug-Scher-Kraft von 1,68 MPa an SiO2-OF und 
1,39 MPa an Al-OF. Folglich war die Klebkraft von mod. Mefp-3 an Al-OF stärker als vergleich-
bare Mfp. Darüber hinaus wurden in der Literatur Proteinfusionen aus unterschiedlichen Mfp 
der Gattung M. galloprovincialis produziert und auf ihre Materialeigenschaften geprüft. Dabei 
konnten für eine Fusion aus Mfp-1 und Mfp-5 (Mfp-151) 0,33 MPa (Konditionierung für 22 h 
bei 45 °C) [Cha et al., 2009] und 0,8 MPa (Konditionierung für 3 h bei 37 °C) [Choi et al., 2012] 
bestimmt werden. Nach Hydroxylierung der Tyr zu DOPA in den Mfp-Fusionen, variierten die 
ermittelten Zug-Scher-Kräfte je nach Messbedingung an Al-OF von 0,4 – 0,86 MPa für mod. 
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Mfp-151 [Cha et al., 2009], 1,64 MPa für mod. Mfp-131 und 3,01 MPa für mod. Mfp-151 [Choi 
et al., 2012]. Der zuletzt genannte Wert stammt aus der Co-Expression von Mfp-151 und mik-
robieller Tyrosinase in E. coli. Durch in vivo Modifikation der Tyrosine zu DOPA konnte ver-
mutlich ein höherer Hydroxylierungsgrad im Vergleich zum in vitro Ansatz und damit eine ver-
besserte Klebkraft erzielt werden. Jedoch erfolgte der Nachweis der Hydroxylierung mittels 
MALDI-MS nur im fp-1 Teil des Fusionsproteins und es lassen sich keine Rückschlüsse auf 
den Hydroxylierungsgrad im Gesamtprotein fp-151 schließen. Im Vergleich mit den Literatur-
angaben ist festzuhalten, dass das in der vorliegenden Arbeit rekombinant produzierte und in 
vitro mod. Mefp-3 (mittels His6-mTyr) als einzelne adhäsive Sequenz bessere Klebeeigen-
schaften als vergleichbare Fusionen Mfp-basierter Sequenzen zeigte. 
Die Analyse von TE als kohäsiver Einzelblock ergab erwartungsgemäß geringe Zug-Scher-
Kräfte (0,33 ± 0,07 MPa) im Vergleich zum adhäsiven Einzelbock (Mefp-3). Anhand der Bruch-
bildbeurteilung war bei allen Proben mit TE ein Adhäsionsbruch nachzuweisen, da in diesem 
Strukturprotein vorwiegend kohäsive Kräfte herrschen und nur eine geringe Bindung an die 
SiO2-OF auftrat. Vergleichend wurden die Zug-Scher-Eigenschaften der DP1A/B-Varianten 
untersucht. Insgesamt wurden für die DP1 ähnliche Werte wie für TE erhalten und zeigten 
somit die geringsten Bindungskräfte aller untersuchten Proteine an SiO2-OF. Dies liegt ver-
mutlich an der Degradation des ursprünglich geplanten Zielproteins (Abb. 3-16, S. 79). Durch 
den N- und C-terminalen Abbau im adhäsiven Block (Mfp-3) enthalten die DP1A/B-Varianten 
nur geringe Sequenzanteile, die für die Adhäsion des Proteinklebers an die Zieloberfläche 
sorgen. Die Bruchbildbeurteilung dieser Proben stützt diese Hypothese, da es bei allen Prüf-
körpern zum Adhäsionsbruch (Bruch an der Haftungsoberfläche zwischen Klebstoff und Fü-
geteil) kam. Anhand der optischen Beurteilung kann gesagt werden, dass die DP1A/B-Variante 
wie ein Proteinfilm von der Mica-Platte abgezogen werden konnte (Kap. 3.3.3, Abb. 3-32, 
S. 110). Demzufolge waren keine Klebstoffreste am Prüfkörper vorhanden. Dieses Brucher-
gebnis zeigt eine ungenügende Klebstoffhaftung am Fügeteil. Beschriebene Ursachen der 
mangelnden Haftung des Klebstoffs können neben den fehlenden adhäsiven Kräften, eine 
fehlende oder falsche Oberflächenbehandlung oder eine unzureichende Klebstoffhärtung sein. 
Allerdings zeigen auch hochfeste Klebstoffe wie Phenolharzklebstoffe selbst unter optimalen 
Bedingungen Adhäsionsbrüche [Bader, 2015]. In den Versuchen mit der DP1A/B-Variante sind 
folglich die kohäsiven Kräfte (ELP-Block) unter den getesteten Bedingungen dominierend. Zu-
sätzlich zeigte ein Vergleich beider Proteine, dass im Mittel für die DP1A-Variante stärkere 
Zug-Scher-Kräfte gemessen wurden. Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit beider Proteine 
(Abb. 3-24, S. 93) war dieses Ergebnis etwas überraschend. Der einzige Unterschied liegt in 
der N-terminalen Sequenz der verbliebenen Mfp-3-Domäne. Ein Einfluss des Sequenzanteils 
konnte auch in den nanoDSF-Analysen auf die temperaturabhängige Strukturänderung der 
DP1A/B-Varianten nachgewiesen werden (Kap. 3.3.1, S. 91). Demnach zeigen bereits kurze 
Sequenzabschnitte mit fünf AS eine Änderung in den Struktur- als auch Bindeeigenschaften 
Mfp-basierter Proteine. In der Literatur wurden bereits kurze Mfp-Peptide auf deren Oberflä-
chenbindung untersucht. Dabei wurden Zusammenhänge zwischen der benachbarten AS zu 
DOPA in PEG-konjugierten Dipeptiden nachgewiesen [Li et al., 2017]. Die stärkste Zug-Scher-
Kraft ergab die Kombination von Lys-DOPA. Aus der Analyse ging hervor, dass Lys die Ober-
flächenbindung von DOPA durch verschiedene Mechanismen positiv beeinflussen kann. Dazu 
zählt die Verdrängung von Oberflächenwasser und Ionen zur Vergrößerung der effektiven Bin-
destellen, sowie die direkte Beteiligung von Lys an der sequenzabhängigen kooperativen 
Oberflächenbindung bestätigt durch AFM-Analysen. Aus den untersuchten Dipeptiden war die 
Zug-Scher-Kraft von DOPA-Gly am geringsten. Diese Kombination findet sich auch in der 
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untersuchten DP1B-Variante wieder, allerdings ohne Modifikation (Tyr-Gly) und könnte als 
mögliche Ursache der geringen Adhäsion dienen.  
Im Folgenden soll der Einfluss der Hydroxylierung auf die Bindeeigenschaften der DP1A-
Variante diskutiert werden. Die Zug-Scher-Kräfte der mod. DP1A-Variante erhöhten sich im 
Mittel (0,53 ± 0,06 MPa) um den Faktor 2 im Vergleich zur nicht-mod. Variante (0,23 ± 
0,1 MPa). Da Peptid-gebundene Tyr nur im adhäsiven Block vorkommen, ist dieser Effekt ein-
deutig auf den Mefp-3-Teil im Protein zurückzuführen und bestätigt, dass DOPA ein Schlüs-
selmolekül der Adsorption dargestellt [Deming, 1999; Lee et al., 2006]. Darüber hinaus zeigte 
die Untersuchung eines Proteingemisches („Blend“) aus mod. Mefp-3 und mod. DP1A-
Variante im Verhältnis 1:4 einen positiven Effekt auf die Adhäsionseigenschaften 
(0,63 ± 0,15 MPa). Durch Erhöhung des adhäsiven Anteils (mod. Mefp-3) im „Blend“ im Ver-
hältnis 1:2 konnten im Mittel 1,01 ± 0,27 MPa bestimmt werden. Insgesamt konnten die Kle-
beeigenschaften der mod. DP1A-Variante durch Zugabe von mod. Mefp-3 an die SiO2-OF 
verstärkt werden. Auch die Bruchbildbeurteilung zeigte, dass sich der Bruch von einem Adhä-
sionsbruch (mod. DP1A-Variante) zum Kohäsionsbruch im „Blend“ änderte (Kap. 3.3.3, Abb. 
3-32, S. 110). Bei einem Kohäsionsbruch im Klebstoff sind alle Fügeteiloberflächen nach dem 
Bruch noch mit Klebstoff bzw. Klebstoffresten bedeckt. Der Kohäsionsbruch wird bei klebstoff-
typischen Festigkeitswerten als qualitativ hochwertige Klebung gewertet. Die Bruchbildbeur-
teilung bestätigte somit, dass das Proteingemisch eine bessere Haftung an die SiO2-OF auf-
wies im Vergleich zur mod. DP1A-Variante (Adhäsionsbruch). Auch in der Natur besteht der 
Proteinkleber von Muscheln aus einem Gemisch unterschiedlicher Mfp, die sowohl adhäsive 
Eigenschaften durch die Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA wie in Mfp-3 und Mfp-
5 zeigen, als auch kohäsive Eigenschaften durch Kollagen-ähnliche Sequenzanteile wie in 
Mfp-1 (Kap. 1.4.1.1, S. 12). Der positive Effekt eines Proteingemischs konnte somit auch für 
rekombinant produzierte Mfp in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. 
Im Allgemeinen geht aus den Ergebnissen der Zug-Scher-Versuche hervor, dass bei den hyd-
roxylierten Proteinvarianten größere Standardabweichungen auftraten. Unter der Annahme 
heterogener Hydroxylierungsmuster, die durch die Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu 
DOPA mit His6-mTyr generiert werden, ist dieses Phänomen nicht überraschend. Mittels 
MALDI-TOF/TOF MS-Analyse konnte beispielsweise für mod. Mefp-3 ein Proteingemisch aus 
1 – 10 OH-Gruppen nachgewiesen werden (Kap. 3.2.2.3.2, S. 65). Ähnliche Heterogenität ist 
auch für die DP1A-Variante zu erwarten. Demzufolge sind die höheren SD bei den Messungen 
der mod. Proteinvarianten eher auf die biologische Varianz (unterschiedliche Anzahl an Hyd-
roxylierungen) als auf technische Fehler bei der Vorbereitung und Konditionierung der Prüf-
körper zurückzuführen. In Untersuchungen der nativen Mfp wurde ebenfalls gezeigt, dass nicht 
alle Tyr einer Proteinvariante pro Molekül hydroxyliert (DOPA) vorliegen [Waite, 1983b; Waite, 
1985]. Bereits die einzigartige Aminosäuresequenz verleiht den Mfp ihre besonderen Bindeei-
genschaften, die durch die Modifikation der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA verstärkt werden 
[Degen et al., 2021]. 
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Tabelle 4-4 Literaturvergleich zu den Zug-Scher-Kräften Mfp- und ELP-basierter Sequenzen 

Protein-Block Proteinmenge Konditionierung Prüfparameter OF σ (MPa) Literatur 
Mfp-basierte Sequenzen 
   Mfp-151 20 mg  22 – 25 °C, 12 h 10 mm/min,  500 N 

Kraftzelle  
PMMA 1,80 [Hwang et al., 2007] 

   Mfp-353 62,5 mg + 125 µL H2O 45 °C, 6 h (+ 300 g 
Gewichte) 

10 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Haut (Kuh) 0,52 [Gim et al., 2008] 

   Mfp-151 
   Mod. Mfp-151 

40 mg + 75 µL H2O I) RT, 1 h 
II) 45 °C, 22 h  
III) RT, 1 h  

2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,33 
0,40 – 0,86 

[Cha et al., 2009] 

   Mgfp-3 
   Mod. Mgfp-3 
   Mod. Mgfp-5 
   Mod. Mfp-131 
   Mod. Mfp-151 

(?) Proteinpuder + 10 µL 50 mM NaAc (pH 
5,5) 

37 °C, 4 h 2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,57 ± 0,21 
0,94 ± 0,33 
0,69 ± 0,17 
1,64 ± 0,22 
1,31 ± 0,11 

[Yang et al., 2013] 

   Mfp-151 
   coMfp-151 

31 mg + 125 µL 5 % HAc 37°C, 3 h   2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,80 ± 0,20 
3,01 ± 0,62 

[Choi et al., 2012] 

   Mgfp-3B 5 mg + 10 µL 5 % HAc 37°C, 3 h   2 mm/min,   
0,1 N Kraftzelle 

Al 0,09 ± 0,01  [Yao et al., 2022] 
   coMgfp-3B   0,26 ± 0,01  
ELP-basierte Sequenzen 
   ELY16 
   Mod. ELY16 

10 µL Proteinlösung (150 mg/mL in H2O)  37°C, 24 h  (+ 55 g 
Gewichte) 

2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 2,60 ± 0,60 
2,10 ± 0,50 

[Brennan et al., 
2017] 

   YKV48 
   Mod. YKV48 

10 µL Proteinlösung (10% (w/v) in H2O) 37 °C, 24 h (+ 50 g 
Gewichte) 

2 mm/min,   Haut 
(Schwein) 

0,0043 
0,011 

[Hollingshead et al., 
2022] 

   TE 20 mg + 40 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

SiO2 0,33 ± 0,07 vorliegende Arbeit 

Adhäsive Einzeldomäne vorliegende Arbeit 
   Mefp-3 20 mg + 40 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 

Kraftzelle 
SiO2 0,95 ± 0,07 

  Al 0,68 ± 0,05 
   Mod. Mefp-3* 20 mg + 20 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) SiO2 1,68 ± 0,13 
  Al 1,39 ± 0,22  
Kombination aus adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken  vorliegende Arbeit 
   DP1A-Var. 20 mg + 40 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 

Kraftzelle 
SiO2 0,19 ± 0,12 

0,53 ± 0,06    Mod. DP1A- 
   Var.* 

SiO2 
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Protein-Block Proteinmenge Konditionierung Prüfparameter OF σ (MPa) Literatur 
   „Blend“ 15 mg mod. DP1A-Var. + 5 mg mod. 

Mefp-3 + 40 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) 
Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 

Kraftzelle 
SiO2 0,63 ± 0,15 

   DP1B-Var. 20 mg + 40 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

SiO2 0,05 ± 0,01 

Positivkontrolle 
   Fibrin 20 mg 22 – 25 °C, 12 h 10 mm/min,  500 N 

Kraftzelle  
PMMA 0,30 [Hwang et al., 2007] 

 62,5 mg + 125 µL H2O 45 °C, 6 h (+ 300 g 
Gewichte) 

10 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Haut (Kuh) 0,24 [Gim et al., 2008] 

   Fibrin 10 µL Proteinlösung (150 mg/mL in H2O)  37°C, 24 h  (+ 55 g 
Gewichte) 

2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,70 ± 0,30 [Brennan et al., 
2017] 

   Elmers Glue 40 mg I) RT, 1 h 
II) 45 °C, 22 h  
III) RT, 1 h 

2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,17 [Cha et al., 2009] 

 45 µL 37°C, 24 h   2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 3,00 ± 1,00 [Jenkins et al., 2017] 
   Stahl 1,60 ± 0,60 
 50 µL Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 

Kraftzelle 
SiO2 1,29 ± 0,17 vorliegende Arbeit 

Al 1,46 ± 0,46 
Negativkon-
trolle 

      

   BSA Proteinpuder (?) + 10 µL 50 mM NaAc (pH 
5,5) 

37 °C, 4 h 2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,10 ± 0,90 [Yang et al., 2013] 

 10 µL Proteinlösung (150 mg/mL in H2O)  37°C, 24 h  (+ 55 g 
Gewichte) 

2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

Al 0,07 ± 0,10 
 

[Brennan et al., 
2017] 

 20 mg + 40 µL 50 mM NaAc (pH 5,0) Kap. 2.2.7.2 (S. 50) 2 mm/min,  2 kN 
Kraftzelle 

SiO2 0,87 ± 0,19 vorliegende Arbeit 
 Al 0,00 ± 0,00 

σ – Zug-Scher-Festigkeit, OF – Oberfläche, Al – Aluminium, RT – Raumtemperatur, mod. – Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA mittels Pilz-Tyrosinase, 
mod.* – Modifikation Peptid-gebundener Tyr zu DOPA mittels mikrobieller Tyrosinase, coMfp-151 – In vivo Modifikation von Mfp-151 durch Co-Expression der 
Tyrosinase in E. coli, PMMA – Polymethylmethacrylat 
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5 Zusammenfassung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung eines Formaldehyd-freien bio-
basierten Proteinklebers für die Bindung von Sand, bestehend aus SiO2. Viele natürliche Ma-
terialien sind trotz intensiver Forschung den, vom Mensch entwickelten, synthetischen Stoffen 
überlegen. Diese Biomaterialien entwickelten sich evolutionär über Jahrtausende, um spezifi-
sche Funktionen zu erfüllen. Auf der Suche nach leistungsfähigeren Materialien werden häufig 
von der Natur hervorgebrachte Strukturen adaptiert und optimiert. Für adhäsive Materialien 
sind die natürlichen Biopolymere der Miesmuschel der Gattung Mytilus sehr gut untersuchte 
Beispiele. Aus detaillierten Untersuchungen nativer Muschelfußproteine (Mfp) geht hervor, 
dass die einzigartigen Bindeeigenschaften der Muschel auf die post-translationale Modifikation 
von Peptid-gebundenem Tyrosin zu L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) zurückzuführen 
sind. Basierend auf den Strukturmerkmalen der Mfp wurde in der vorliegenden Arbeit das Mfp-
3 als zentraler adhäsiver Protein-Block für die Designer-Proteine (DP) untersucht. Für die Ent-
wicklung eines Klebstoffs sind neben den adhäsiven auch kohäsive Anteile essentiell. Wäh-
rend adhäsive Blöcke für die Haftung an eine Oberfläche sorgen, geben kohäsive Blöcke dem 
Kleber seine innere Festigkeit. Es wurde eine Mfp-3-basierte Fusions-Bibliothek entwickelt, die 
neben adhäsiven und kohäsiven Protein-Blöcken auch Linker-Sequenzen und Protein-tags zur 
Reinigung oder Detektion ausgewählter DP enthält. Als kohäsive Blöcke wurden Elastin-ähn-
liche Sequenzen (ELP) und Tropoelastin (TE) ausgewählt, da ein Protokoll zur rekombinanten 
Produktion beider Proteine etabliert war und die einzigartigen kohäsiven Eigenschaften durch 
einen temperaturinduzierten sequenzspezifischen Übergang von einer unstrukturierten Anord-
nung (random-coil) bei Raumtemperatur zu geordneten intra- und intermolekularen β-Helix-
Strukturen für ELP-Sequenzen bereits gezeigt wurden. Für TE war diese Eigenschaft noch 
nicht beschrieben. 
Die DP sowie die adhäsiven Einzelblöcke wurden rekombinant in E. coli im Bioreaktor-Maß-
stab hergestellt. Insgesamt wurden drei DP, zwei adhäsive Blöcke und zwei Hilfsenzyme pro-
duziert. Es folgte die Etablierung der Reinigung der Proteine aus der E. coli Biofeuchtmasse. 
Dafür wurden je nach Zielprotein verschiedene Ansätze getestet: Chromatografie, Inverse 
transition cycling (ITC) und Extraktion. Die zusammenfassende Übersicht mit den Ausbeuten 
zur heterologen Produktion und Aufarbeitung der DP ist Tabelle 5-1 (S. 147) zu entnehmen. 
Die adhäsive Einzeldomäne Mefp-3 aus Mytilus edulis sowie die Mefp3-basierten DP wurden 
in der vorliegenden Arbeit erstmals rekombinant produziert. Bei der Produktion der Mefp3-
basierten Fusionsproteine mit ELP-Blöcken, DP1A und DP1B, kam es jedoch zum partiellen 
Abbau der Zielproteine. Die Proteintermini der DP1A-Variante konnten mittels Edman-Sequen-
zierung (N-Terminus) und ISD/T3-Sequenzierung (C-Terminus) eindeutig bestimmt werden. 
Die Schnittstellen lagen zwischen zwei basischen Aminosäuren in der Mfp-3-Sequenz. Trotz 
diverser Ansätze zur Vermeidung der Fragmentierung von DP1A/B konnte der Abbau nicht 
unterbunden werden. Basierend auf den Sequenzierungsergebnissen enthielten die verkürz-
ten DP1-Varianten jedoch modifizierbare Mfp-3-Sequenzanteile und die Grundidee zum Pro-
tein-Design eines Bindemittels aus adhäsiven und kohäsiven Anteilen blieb erhalten. Zudem 
war aus der Literatur bekannt, dass auch kurze Mfp-Sequenzen adhäsive Eigenschaften zei-
gen können. Zusammenfassend wurde die resultierende verkürzte DP1A/B-Variante mit Hilfe 
des ITC-Verfahrens zur Homogenität und einer Ausbeute von ~ 70 mg/LKultur gereinigt (Tabelle 
5-1, S. 147).  
Zur Funktionalisierung der Peptid-gebundenen Tyrosine zu DOPA in den DP wurde eine mik-
robielle Tyrosinase aus V. spinosum rekombinant in E. coli synthetisiert und 



5   Zusammenfassung          146 

 

chromatographisch aufgereinigt (Reinheit > 95 %). Die Aktivitätsmessungen zeigten unter den 
getesteten Bedingungen mit L-Tyr als Substrat eine höhere spezifische Aktivität (bis zu 130-
fach) im Vergleich zur kommerziell erhältlichen Pilz-Tyrosinase (Sigma). Die Hydroxylierung 
der DP wurde sowohl qualitativ mit der NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)-Färbung als auch 
quantitativ mittels MALDI-TOF/TOF untersucht. Die Analysen zeigten eine erfolgreiche Modi-
fikation der Peptid-gebundenen Tyrosinreste zu DOPA. Darüber hinaus konnte für Mefp-3 mo-
difiziert mit mikrobieller Tyrosinase erstmals eine Spezies mit einem Hydroxylierungsgrad von 
100 % nachgewiesen werden. Auch die Tyr in den Mefp-3-Sequenzanteilen in der verkürzten 
DP1A-Variante wurden erfolgreich zu DOPA hydroxyliert. Zusätzlich bestätigte die ISD/T3-
Analyse von mod. Mefp-3 sowie der DP1A-Variante, dass es zudem zur Ausbildung von TOPA 
(3,4,5-Trihydroxyphenylalanin) kam. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass DOPA in Mu-
schelpeptiden durch die Pilz-Tyrosinase (Sigma) enzymatisch zu TOPA hydroxyliert werden 
konnte. Für mTyr aus V. spinosum war dies bislang nicht bekannt. 
Ein Schwerpunkt der vorgelegten Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der rekombi-
nanten DP mittels nano Differential-Scanning-Fluorimetrie (nanoDSF) und Quarzkristall-Mik-
rowaage mit Dissipationsüberwachung (QCM-D), sowie die Bestimmung der Zug-Scher-Ei-
genschaften an einer Universalprüfmaschine. Die QCM-D-Ergebnisse bestätigten die Grund-
idee des Protein-Designs und die Arbeitshypothese der vorgelegten Arbeit. Adhäsive Blöcke 
ermöglichen die Haftung an die SiO2-OF (Hauptbestandteil von Sand als Zielmaterial für den 
Protein-basierten Klebstoff), während die kohäsiven Blöcke zur inneren Festigkeit und Stabili-
tät beitragen. Die Untersuchungen zeigten deutlich, dass die Kombination in der DP1A-
Variante (~ 240 Hz) zu einer verbesserten Adsorption im Vergleich zu den adhäsiven Mfp-3-
Einzelblöcken (~ 25 Hz) führte und somit die Adsorption um den Faktor 9,6 erhöht werden 
konnte. Zusätzlich konnte ein positiver Effekt auf die Bindung an die hydrophilen SiO2-Senso-
ren durch die Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyrosine aller getesteten DP zu DOPA 
bestätigt werden. Bislang sind keine QCM-D-Daten zur Untersuchung der Adsorptionseigen-
schaften Mfp-basierter Sequenzen an SiO2-OF in der Literatur beschrieben. 
Die DP (DP1A/B-Varianten) zeigten die geringsten Bindungskräfte der untersuchten Proteine 
an SiO2-OF (0,05 – 0,19 MPa). Die Hydroxylierung der Tyrosin-enthaltenden Sequenzen in 
DP1A resultierte in einer 2,8-fachen Steigerung der Klebkraft (0,53 ± 0,06 MPa). Anhand der 
Bruchbildbeurteilung kam es jedoch bei den Prüfkörpern zum Adhäsionsbruch (Bruch an der 
Haftungsoberfläche zwischen Klebstoff und Fügeteil). Folglich waren die Sequenzanteile, die 
für die Adhäsion des Proteinklebers an die Zieloberfläche verantwortlich sind, in diesen DP zu 
gering und Kohäsionskräfte waren vorherrschend. Diese These wurde durch die Zugabe von 
mod. Mefp-3 zur mod. DP1A-Variante in einem Proteingemisch („Blend“) bestätigt. Die zusätz-
lichen adhäsiven Anteile zeigten einen positiven Effekt auf die Adhäsionseigenschaften. Be-
sonders vielversprechende Resultate konnten für das rekombinante Mefp-3 generiert werden. 
Parallel zur SiO2-OF wurde die Klebkraft an Aluminium (Al) untersucht, da in der Literatur zur 
Untersuchung adhäsiver Proteine (z.B. Mfp, PC1, CP19) bislang hauptsächlich Fügeteile aus 
Al verklebt wurden und um die Daten besser vergleichen zu können. Das hochgradig hydro-
xylierte mod. Mefp-3 zeigte unabhängig von der Oberfläche mit ~ 1,68 MPa (SiO2) und 
~ 1,39 MPa (Al) ähnlich starke Zug-Scher-Kräfte wie ein kommerzieller Klebstoff (Elmers Glue, 
~ 1,29 MPa an SiO2 und ~ 1,46 MPa an Al). Basierend auf diesen Erkenntnissen war die Aus-
wahl von Mfp-3 als zentraler adhäsiver Block im Baukastensystem eines proteinogenen Bin-
demittels gerechtfertigt. Sicherlich werden Proteine marinen Ursprungs auch bei der Entwick-
lung künftiger bio-basierter Materialien insbesondere mit der Funktionalisierung zu DOPA eine 
wesentliche Rolle spielen. 
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Tabelle 5-1 Übersichtstabelle zur Produktion der Designer-Proteine und der mikrobiellen Tyrosinase (His6-mTyr) als Werkzeugenzym, sowie deren Rei-
nigung aus E. coli und Bestimmung der materialwissenschaftlichen Eigenschaften mittels QCM-D und Zwick  

Kategorie Protein 

Heterologe Produktion Reinigung Modifikation Bindeeigenschaften 

E. coli Produkti-
onsstamm 

Ausbeute 
(mg/LKultur) 

Reinigung Ausbeute 
mgProtein/gBFM 

Ausbeute nach His6-
SUMO-Abspaltung 

mgMfp-3/mgFusionsprotein 

Qualitativer 
Nachweis 
von DOPA 

∆f (Hz) σ (MPa) 

Adhäsive 
Einzel-do-
mänen 

Mefp-3 
BL21 (DE3) Gold 

pLysS 
250 (Fu-

sion) IMAC 2,35 (Fusion) 0,22 X 58,2 ± 4,6 
0,95 ± 
0,07 

mod. Mefp-3      ✓* 70,8 ± 8,8 
1,68 ± 
0,13 

Mgfp-3 
BL21 (DE3) Gold 

pLysS 
460 (Fu-

sion) IMAC 4,2 (Fusion) 0,22 X 12,5 ± 6,6 n.d. 

mod. Mgfp-3      ✓ 23,0 ± 4,1 n.d. 
Designer-
Protein DP1A-Variante BW3110 71 ITC 0,57  X 

233,2 ± 
6,9 

0,19 ± 
0,12 

mod. DP1A-
Variante 

     ✓* 298,0 ± 
21,9 

0,53 ± 
0,06 

DP1B-Variante BW3110 69 ITC 0,55  X n.d. 
0,05 ±  
0,01 

mod. DP1B-
Variante 

     ✓ n.d. n.d. 

DP2 
BL21 (DE3) Gold 

pLysS 
36 ITC 0,59  X 41,0 ± 5,3 n.d. 

mod. DP2      ✓* 101,3 ± 
18,0 

n.d. 

Werkzeug-
enzym His6-mTyr KRX 248 IMAC 21  X   

* Neben dem  qualitativer Nachweis von DOPA (NBT-Färbung) erfolgte ein quantitativer Nachweis mittels MALDI-TOF/TOF MS-Analyse
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6 Ausblick 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass bio-inspirierte Polymere auf 
Proteinbasis vielversprechende Resultate zur Nutzung als Bindemittel für SiO2-Oberflächen 
liefern. Bereits mit dem Muschelfußprotein-3 aus Mytilus edulis (Mefp-3) konnten sehr gute 
Zug-Scher-Kräfte an einer Materialprüfmaschine im Vergleich zu einem kommerziellen Kleb-
stoff bestimmt werden. Darüber hinaus zeigte die Kombination aus Mefp-3 und einem ELP 
(Elastin-ähnliches Polypeptid), welches zur inneren Festigkeit des Klebers (Kohäsion) beitra-
gen sollte, in Designer-Protein 1 die beste Performance in den QCM-D-Analysen (Quarzkris-
tall-Mikrowaage mit Dissipationsmonitor). Aus der umfangreichen Literatur-recherche gingen 
noch andere interessante native Proteindomänen hervor, die im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit nicht untersucht werden konnten. Die Studien zeigten, dass natürliche Klebstoffe wie 
beispielsweise die des Frosches Notaden bennetti und des Sandburgenwurms Phragmato-
poma californica Aminosäurezusammensetzungen besitzen, die nicht nur Elastin, sondern 
auch anderen Strukturproteinen wie Resilin und Seide ähneln und somit den Organismen 
selbst bzw. deren Biopolymeren ihre einzigartigen Bindeeigenschaften verleihen. Mögliche 
künftige Arbeiten könnten die Unterschiede in der Klebkraft zwischen diesen Proteinen unter-
suchen, um die Effekte der Proteinhydrophobizität und der spezifischen Sekundärstruktur 
(Struktur-Wirkungsbeziehungen) zu analysieren. Im Gesamtprojekt, in dem die vorliegende 
Arbeit eingebettet war, konnten bereits Designer-Proteine (DP) mit Resilin-ähnlichen Polypep-
tiden (RLP) und Seiden-ähnlichen Polypeptiden (SLP) rekombinant synthetisiert werden. Die 
Reinigung und biochemische Charakterisierung dieser DP mit Fokus auf deren funktionalen 
Eigenschaften wäre zum Vergleich der in dieser Arbeit untersuchten DP von großem Inte-
resse. Schließlich könnte das vorgestellte modulare Protein-Engineering auf weitere Anwen-
dungsbereiche wie zur Herstellung von Hydrogelen oder Wundkleber ausgeweitet werden. 
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) gilt als das Schlüsselmolekül der Adhäsion mariner Or-
ganismen und ermöglicht die Bindung an vielfältige Oberflächenstrukturen. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit ergaben sich interessante Fragestellungen hinsichtlich der Hydroxylierung 
Peptid-gebundener Tyr zu DOPA, die zukünftig weiter untersucht werden sollten. Zum einen 
konnten mit der Nutzung der mikrobiell hergestellten Tyrosinase (His6-mTyr) Proteinspezies 
mit einem maximalen Hydroxylierungsgrad von 100 % nachgewiesen werden. Zur Optimie-
rung der Enzymreaktion könnte der Progress des Hydroxylierungsgrades zeitaufgelöst verfolgt 
werden, um die Dauer der Reaktion und die Spezifität im Bezug auf die Position der Hydroxy-
lierungen in der Proteinsequenz besser zu charakterisieren. Dabei wäre auch die detailliertere 
Analyse zur Ausbildung von 3,4,5-Trihydroxyphenylalanin (TOPA) von Bedeutung. Darüber 
hinaus könnten vergleichende Untersuchungen mit quantitativer MS-basierter Bestimmung 
von DOPA zwischen His6-mTyr und der kommerziell erhältlichen Pilz-Tyrosinase zur Modifika-
tion in Mfp-enthaltenen Sequenzen durchgeführt werden. Neben dem Hydroxylierungsgrad 
wäre auch der Vergleich der modifizierten Positionen in der Polypeptidkette interessant. Aus 
der Literatur geht hervor, dass die Pilz-Tyrosinase nur ~ 40 % der Tyr zu DOPA hydroxyliert 
ohne weitere Informationen zur Lokalisation. In der vorliegenden Arbeit konnte bereits beim 
Vergleich beider Enzyme in vitro eine deutlich höhere spezifische Aktivität der His6-mTyr nach-
gewiesen werden. Zusätzlich würde eine HPLC-Analyse detailliertere Einblicke zur Quantifi-
zierung von DOPA unabhängig der verwendeten Tyrosinase in den DP geben.  
Die Untersuchung der Proteinadsorption unter Verwendung  der QCM-D hat gezeigt, dass 
dieses System sehr gut geeignet ist, um die Grundidee zum Design eines Bindemittels auf 
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Proteinbasis unter Verwendung von geringen Mengen an Protein abzubilden. Neben der Mes-
sung des Adsorptionsverhaltens der produzierten DP an SiO2-Oberflächen mittels QCM-D bie-
ten verschiedene materialwissenschaftliche Methoden eine Vielzahl an Möglichkeiten zur wei-
teren Analyse der Adhäsionszone und der ausgebildeten Proteinschichten, die im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit nicht bearbeitet werden konnten. Zum einen könnte mit der Rasterkraft-
Mikroskopie aufgeklärt werden, ob die DP gleichmäßig abgelagert sind oder es lokal zu stär-
keren Interaktionen kam. Mittels Ellipsometrie könnte die Schichtdicke der ausgebildeten Pro-
teinschichten bestimmt werden. Auch rheologische Untersuchungen zur Messung der 
viskoelastischen Eigenschaften (wie Fließ- und Deformationsverhalten) könnten zusätzliche 
interessante Einblicke hinsichtlich des Oberflächenbenetzungsverhaltens des Protein-basier-
ten Klebstoffs geben. 
Ein weiterer Aspekt zur besseren Charakterisierung der DP als neuartige Bindemittel sind die 
mechanischen Eigenschaften im Hinblick auf die chemische und physikalische Vernetzung (z. 
B. durch Oxidation oder Chelatbildung mit Übergangsmetallen) der DOPA Gruppen in der Po-
lypeptidkette. Die mechanischen Eigenschaften könnten durch die zusätzliche Vernetzung mo-
duliert werden, da auch die inverse Übergangstemperatur der Proteine beeinflusst wird. 
Dadurch könnte man auch den Einfluss der Vernetzung auf die Konditionierung der Prüfkörper 
testen und so eventuell ein Feintuning während des Prozesses in der Klebefuge ermöglichen. 
Durch die stetig wachsende Bedeutung bio-basierter Bindemittel ist eine effiziente Produktion 
alternativer Materialien von gesteigertem Interesse für Forschung und Industrie. Zum einen 
kann die Expressionsleistung klassisch durch einen Stammwechsel, ein anderes Expressions-
system oder durch Anpassung der Kultivierungsbedingungen (wie Medium, Temperatur, Pro-
zessdauer) optimiert werden. Zur Gewinnung der artifiziellen DP bleibt darüber hinaus die 
Synthese in zellfreien Systemen (CFPS engl. cell-free protein synthesis) eine vielverspre-
chende Alternative, um die Kapazitäten natürlicher biologischer Systeme zu erweitern. Im Ver-
gleich zum Zell-basierten Ansatz bietet die CFPS Vorteile wie kürzere Prozesszeiten und eine 
Expression von zytotoxischen Proteinen, die in lebenden Zellen nicht produziert werden kön-
nen. Darüber hinaus könnten nicht-kanonische Aminosäuren (wie DOPA) während der zell-
freien Synthese eingefügt werden, die beispielsweise bei einer in vivo Modifikation in E. coli 
ein verlangsamtes Zellwachstum und dadurch längere Prozesszeiten verursachen. Ergänzend 
zu den gezeigten Ergebnissen zur klassischen rekombinanten Produktion in der vorliegenden 
Arbeit, wurde der zellfreie Ansatz für die Synthese von DP1A untersucht. Jedoch waren die 
Syntheseausbeuten in den ersten Versuchen bislang sehr gering. Für die Anwendung als al-
ternatives Produktionssystem ist eine Optimierung durch Anpassung der Reaktionstemperatur 
sowie Dauer der Synthese notwendig. Zudem bietet sich das „Continuous-Exchange Cell-
Free“ Verfahren (CECF) an, um höhere Proteinausbeuten zu generieren. Für ein globuläres 
Protein konnten dabei bereits Proteinausbeuten im g/L-Maßstab erreicht werden. Damit liegt 
die Produktion rekombinanter Proteine mittels CECF im Bereich „high yield“ gängiger Zell-
basierter Systeme und stellt eine aussichtsreiche Alternative dar. 
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8 Anhang 
Die Zusammensetzung des finalen M9-Mediums. Diese ist an das ATCC Medium „Modifizier-
tes Wolfe's Minimal Medium“ (2672) angelehnt. 

Tabelle 8-1 Zusammensetzung des verwendeten M9-Mediums (NTA – Nitrilotriessigsäure). 

Komponente Volumen 
(mL) 

Zusammensetzung 

M9 Salze  100  75,2 g/L Na2HPO4 x 2H2O; 30 g/L KH2PO4; 5 g/L NaCl;  
5 g/L NH4Cl  

20 % Glucose  20  66 g in 300 mL dH2O 
2 M MgSO4  1    98.6 g in 200 mL dH2O 
0,1 M CaCl2  1  2.22 g in 200 mL dH2O 
Wolfe’s Minerallö-
sung  

 10  1,5 g/L NTA; 3 g/L MgSO4 · 7 H2O;  
0,5 g/L MnSO4 · H2O; 1 g/L NaCl; 0,1 g/L FeSO4 · 7 H2O; 
0,1 g/L CoCl2 · 6 H2O; 0,1 g/L  CaCl2; 0,1 g/L ZnSO4 · 
7 H2O; 
0,01 g/L CuSO4 · 5 H2O; 0,01 g/L AlK(SO4)3 · 12 H2O; 
0,01 g/L H3BO3; 0,01 g/L Na2MoO4 · 2 H2O 

Wolfe’s Vitaminlö-
sung  

 10  2 mg/L Biotin; 2 mg/L Folsäure;  10 mg/L Pyridoxinhydro-
chlorid;  
5 mg/L Thiamin;  5 mg/L Riboflavin; 5 mg/L Nikotinsäure;  
5 mg/L Calcium D-(+)- Pantothensäure; 0,1 mg/L Vitamin 
B12; 
5 mg/L p-Aminobenzoesäure, 5 mg/L Liponsäure 

dH2O Auffüllen auf 1 L 
 

8.1 Massenspektrometrische Analysen 
8.1.1 Analysen durchgeführt in der Core Facility – Proteomic Mass 

Spectrometry (MLU Halle) 
Nachfolgend ist die massenspektrometrische Analyse der Proteinbande bei ca. 38 kDa nach 
Reinigung von DP1B mittels Inverse transition cycling (ITC) im kleinen Maßstab gezeigt 
(Kap. 3.2.3.2.2, S. 74). Die Proteinbande aus dem SDS-PA-Gel (Abb. 8-13, S. 179) wurde mit-
tels Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 mL-Gefäß überführt. Die anschließende tryptische 
Verdau und die ESI-MS-Analyse wurden von Dr. Matt Fuszard (Core Facility – Proteomic Mass 
Spectrometry, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg) durchgeführt. Das Ergebnis dieser 
Analyse ist in Abb. 8-1 gezeigt. Es konnten zwei spezifische Peptide der DP1B-Sequenz de-
tektiert werden. 
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Abb. 8-1 Massenspektrometrische Analyse der 38 kDa Bande nach Reinigung von DP1B mittels 
Inverse transition cycling (ITC) 
ESI-MS Analyse der 38 kDa-Bande. Dargestellt ist das Massenspektrum der Probe nach Reinigung von 
DP1B mittels ITC. Es konnten zwei spezifische Peptide der DP1B-Sequenz detektiert werden. A) Peptid 
1 (GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGGGGGSGGGGSGGGGSADYYGPKY) mit einer Sequenzab-
deckung von 95 % und B) Peptid 2 (GVGVPGVGVPGVGGGGGSGGGGSGGGGSADYYG PKY) mit 
einer Sequenzabdeckung von 91 %. Die Analysen erfolgten in der Core Facility – Proteomic Mass 
Spectrometry (MLU) und wurden von Dr. Matt Fuszard durchgeführt.   
 
8.1.2 Analysen durchgeführt am Fraunhofer-Institut für Zelltherapie 

und Immunologie IZI-MWT Halle (Saale) 

8.1.2.1 Methode zur Bestimmung der Hydroxylierungen mittels Massenspektrometri-
scher Analyse 

8.1.2.1.1.1 Flüssigkeitschromatografie 
Die Proteinproben wurden vor der MALDI-TOF/TOF Analyse durch Flüssigchromatografie ge-
reinigt. Das verwendete HPLC-System (Agilent 1260 Infinity, Waldbronn, Deutschland) war mit 
einer Binärpumpe, einem Autosampler mit einer Injektionsschleife von 40 µL, einem Säulen-
ofen, einem Entgaser sowie einem Diodenarray und einem Mehrwellenlängendetektor ausge-
stattet. Die Protein-Elution wurde bei 220 nm verfolgt. Das HPLC-System wurde durch die 
Software Agilent ChemStation (Version A.02.09) gesteuert. 
Die chromatografischen Trennungen wurden auf einer AdvanceBio Peptide Map-Säule 
(Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit einer stationären C18-Phase (150 mm Länge, 3 mm 
Innendurchmesser, 2,7 µm Partikelgröße, 120 Å Porengröße) durchgeführt. Die für die Reini-
gung der Proteine verwendeten Bedingungen sind in Tabelle 8-2 zusammengefasst. 

Tabelle 8-2 Bedingungen der Flüssigkeitschromatografie (HPLC) 

Parameter Bedingung 
Temperatur der Säule   45 °C 
Mobile Phase A:   H2OMilli-Q/TFASpec (1000; 1, v/v) 
Mobile Phase B:   ACNLC/TFASpec (1000; 1, v/v) 
Flussrate   0,5 mL/min 
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Gefriergetrocknetes Proteinmaterial wurde in H2O/TFA (990/10; v/v) gelöst und jeweils 5 µL 
der Probe auf die HPLC-Säule injiziert. Von den Flüssigproben wurden direkt 5 µL aufgetragen 
(Tabelle 8-3). Die Proteinproben wurden mittels Gradientenelution getrennt (Tabelle 8-4) und 
die Fraktionen wurden in Reaktionsgefäßen gesammelt. Proteinhaltige Fraktionen wurden auf 
einem MALDI-Probenträger mit den MALDI- Matrices S-DHB (Mischung aus 2,5-Dihydroxy-
benzoesäure und 2-Hydroxy-5-Methoxybenzoesäure) und DHAP (2,5-Dihydroxy-aceto-
phenon) kokristallisiert. 

Tabelle 8-3 Proben zur chromatografischen Auftrennung mittels HPLC vor der MALDI-TOF/TOF 
Analyse 

Proteinprobe Konzentration (mg/mL) Probenvolumen (µL) 
Mefp-3 0,20 5 
modifiziertes Mefp-3 (löslich) 0,79 5 
Resolubilisiertes modifiziertes Mefp-3 
aus der unlöslichen Phase 

0,06 5 

modifizierte DP1A-Variante 0,70 5 
modifizierte DP1B-Variante 0,74 5 
DP2 0,50 5 
modifiziertes DP2 0,30 5 

 
Tabelle 8-4 Verwendeter HPLC Gradient 

Zeit (min) 0 3 35 45 47,5 50 60 
A (%) 95 95 35 5 5 95 95 
B (%) 5 5 65 95 95 5 5 

8.1.2.1.1.2 Massenspektrometrische Analysen 

8.1.2.1.1.2.1 Datenerfassung (MALDI-TOF/TOF MS) 

Die Massenspektren wurden an einem MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer (Autoflex 
Speed, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) mit positiver Polarität sowohl im linearen Mo-
dus (Molmassenbestimmung) als auch im Reflektormodus (ISD- und T3-Analyse) aufgenom-
men. Die Bestrahlung der Analyt-haltigen Matrix wurde durch die Verwendung eines Nd:YAG-
Lasers (Smart beam-II, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) erreicht, der auf eine Pulsrate 
von 1 kHz, eine Pulsenergie von 500 μJ und eine Emissionswellenlänge von 355 nm einge-
stellt war. 
Die Spektren wurden mit flexControl (Version 3.4, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) 
durch Akkumulation von mindestens 10000 Schüssen (pro Probenpunkt) aufgenommen. Die 
Laserenergie wurde für MS-Experimente leicht über dem Schwellenwert eingestellt. Für die 
ISD- und T3-Analysen wurde die Laserenergie auf stark erhöhte Werte gesetzt. Die Spektren-
verarbeitung wurde mit flexAnalysis (Version 3.4, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) 
durch Anwendung der Basisliniensubtraktion mit dem TopHat-Algorithmus, Glättung mit dem 
Savitzky-Golay-Algorithmus und Peak-Erkennung mit dem SNAP-Algorithmus durchgeführt. 
Das MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer wurde anhand der Massensignale einer Reihe 
von Standardpeptiden und -proteinen mit bekannten Massen kalibriert (Peptidkalibrierungs-
standard II und Proteinkalibrierungsstandard I, Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland). Die 
für die Kalibrierung verwendeten Spektren wurden mit der gleichen Laserenergie aufgenom-
men, die auch für die Probenanalyse verwendet wurde. 
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8.1.2.1.1.2.2 Datenanalyse 

Die Bestimmung der Molekülmassen basierte auf den Masse-Ladungs-Verhältnissen (m/z) 
von einfach und mehrfach geladenen Molekülionen, die in den erfassten Massenspektren be-
obachtet wurden. Jeder Ladungszustand erlaubte die Bestimmung eines Wertes für die Mole-
külmasse. Somit wurden für jedes Protein mehrere Molekularmassenwerte (einfach-, zwei-
fach-, dreifach- und vierfach-geladene Massen) erhalten. Der jeweilige Mittelwert wurde zum 
Vergleich mit den theoretischen Molekülmassen der Designer-Proteine verwendet, die anhand 
der Aminosäuresequenzen im Open Source Tool „PeptideMass“ (https://web.expasy.org/pep-
tide_mass/) berechnet wurden. 
Die Zuordnung der ISD- und T3-Fragmentspektren wurde mit Hilfe von BioTools (Version 3.2, 
Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) durchgeführt. Für die Fragment-Ionen wurden in si-
lico m/z-Werte erzeugt und mit den m/z-Werten der in den aufgenommenen Spektren beo-
bachteten Fragmentsignalen verglichen. Dieser Ansatz ermöglichte die Identifizierung der ter-
minalen Aminosäuresequenzen sowie die Bestimmung der vorhandenen Modifikationen (Hyd-
roxylierungen). 

8.1.2.1.1.2.3 Analyse der molekularen Masse 

Die aufgenommenen MALDI-TOF-Massenspektren zeigten molekulare Ionensignale für bis zu 
vier Ladungszustände. Basierend auf den erhaltenen Signalen der Molekül-Ionen wurde die 
durchschnittliche Molekülmasse der jeweiligen Probe berechnet.  

8.1.2.1.1.2.4 In-source decay (ISD) Analyse 

Die Sequenzverifikation der Proteintermini erforderte den Einsatz einer speziellen Technik  der 
Massenspektrometrie, die als In-Source-Decay (ISD) bezeichnet wird. Diese Technik verwen-
det N-terminale (a- und c-Typ) und C-terminale (y- und z-Typ) Fragment-Ionen, die aufgrund 
eines stark erhöhten Laserenergieniveaus während der Ionisierung erzeugt werden. Die Frag-
ment-Ionen können zur Ableitung der terminalen Aminosäuresequenzen von Proteinen ver-
wendet werden. Es ist jedoch zu beachten, dass ISD eine ungezielte Technik ist. Es ist nicht 
möglich, die Art der erzeugten Fragmente (N- und C-terminale, oder nur N- oder C-terminale) 
sowie die Effizienz, mit der sie erzeugt werden, zu beeinflussen. Wenn zwei verschiedene 
Verbindungen in einer Probe vorhanden sind, dann werden in der Regel Fragment-Ionen bei-
der Spezies detektiert. 
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8.1.2.2 Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen dürchgeführt am Fraun-
hofer IZI-MWT Halle (Saale)  

 
Abb. 8-2  MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von His6-SUMO-Mefp-3 vor und nach der Modifikations-
reaktion mit der mikrobiellen Tyrosinase 
Massenspektrum von His6-SUMO-Mefp-3 vor (A) und nach der Reaktion (B) mit der mikrobiellen Tyro-
sinase (mTyr). Die Messungen wurden am Fraunhofer IZI-MWT durchgeführt. Die zur Bestimmung des 
DOPA-Gehaltes verwendeten monoisotopischen Massen des einfach geladenen Molekül-Ions sind ge-
kennzeichnet (nicht-modifiziert: 19089,447 Da, modifiziert: 19259,742 Da).   
 
 
 
 
 

 
Abb. 8-3 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse von DP1A  
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrum von DP1A (Volllängenprotein) zur Bestimmung der intakten Protein-
masse (intact mass analysis). Insgesamt konnten 3 Ladungszustände von DP1A nachgewiesen wer-
den. Die zugehörigen detektierten monoisotopischen Massen sind in grün hervorgehoben. Zusätzlich 
wurde eine zweite Proteoform im Massenspektrum nachgewiesen (schwarz markierte Massensignale), 
die jedoch eine höhere Abweichung zur theoretischen Masse von DP1A aufweist. DP1A besitzt eine 
theoretische monoisotopischen Masse von 57692,36 Da (bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). 
Die Analysen wurden von Dr. Marcel Naumann (Fraunhofer IZI) durchgeführt („Dried-droplet“-Präpara-
tion mit 75 % DHAP-Matrix, Reflektormodus). 
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Abb. 8-4 MALDI-TOF/TOF MS-Analyse der DP1B-Variante 
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrum der DP1B-Variante zur Bestimmung der intakten Proteinmasse 
(intact mass analysis). Die zugehörige detektierten monoisotopische Masse von 34608,109 Da ist her-
vorgehoben. Die DP1B-Variante besitzt eine theoretische monoisotopischen Masse von 34633,14 Da 
(bestimmt mit dem Peptide Mass Calculator). Die Analysen wurden von Dr. Marcel Naumann (Fraun-
hofer IZI) durchgeführt („Dried-droplet“-Präparation mit 70 % DHAP-Matrix, Reflektormodus). 
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8.1.3 Analysen durchgeführt von Frau Dr. Schierhorn (Institut für 
Biochemie und Biotechnologie, MLU Halle) 

 
Abb. 8-5 Aminosäuresequenz von DP1B mit den detektierten Peptiden der ESI-MS/MS-Analyse 
nach tryptischen Verdau 
Dargestellt ist Aminosäuresequenz von DP1B mit den farblich markierten Protein-Blöcken (s. Legende). 
Zur Vorbereitung auf die ESI-MS/MS-Analyse wurde die zu analysierende Proteinbande aus dem SDS-
PA-Gel ausgeschnitten und extrahiert, auf eine LC-Säule aufgetragen, aufgetrennt und mittels MS de-
tektiert. Nach tryptischen Verdau wurden 2 μL der extrahierten Peptide in ein nanoACQUITY UPLC® 
System (Waters) injiziert. Die detektierten Peptide von DP1B aus der MS-Analyse sind hervorgehoben 
(unterstrichene Sequenzbereiche). 
 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 8-5 Liste der nachgewiesenen DP1B-Peptide nach tryptischen Verdau und anschließen-
der ESI-MS/MS-Analyse 
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VSDGSSEIFFK 1:T006   1214,5819 608,299 2 1214,582 19 0,1 100 
TTPLR 1:T009   586,3439 587,3505 1 586,3426 3 -2,2 100 
RLMEAFAK 1:T010-011* Oxidation 

M(1) 
980,5113 491,2634 2 980,5109 5 -0,4 100 

LMEAFAK 1:T011* Oxidation 
M(1) 

824,4102 413,2128 2 824,4097 11 -0,6 100 

EAFAK 1:T011*/y5   564,2908 565,2976 1 564,2897 4 -1,9 100 
MEAFAK 1:T011*/y6* Oxidation 

M(1) 
711,3261 712,3323 1 711,3244 5 -2,4 100 

FLYDGIR 1:T015   882,46 442,2379 2 882,46 9 0 100 
YDGIR 1:T015/y5   622,3075 623,3142 1 622,3063 4 -1,9 100 
LYDGIR 1:T015/y6   735,3915 736,3979 1 735,39 3 -2 100 
IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR 1:T016* Oxidation 

M(1) 
2583,1394 862,056 3 2583,1443 35 1,9 95,3 

IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR 1:T016* Oxidation 
M(1) 

2583,1394 862,0544 3 2583,1394 4 0 4,7 

PEDLDMEDNDIIEAHR 1:T016*/y16* Oxidation 
M(1) 

1926,8265 643,2847 3 1926,8304 13 2 100 

ADQTPEDLDMEDNDIIEAHR 1:T016*/y20* Oxidation 
M(1) 

2341,9968 1172,0045 2 2341,9932 4 -1,5 100 

YGGGNYNR 1:T019   899,3885 450,7013 2 899,3868 9 -1,9 100 
GGNYNR 1:T019/y6   679,3038 680,3097 1 679,3018 5 -2,9 100 
GGGNYNR 1:T019/y7   736,3253 737,3305 1 736,3226 5 -3,7 100 
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Abb. 8-6 Aminosäuresequenz von DP1B mit den detektierten Peptiden der ESI-MS/MS-Analyse 
nach dem Verdau mit Trypsin und Chymotrypsin 
Dargestellt ist Aminosäuresequenz von DP1B mit den farblich markierten Protein-Blöcken (s. Legende). 
Zur Vorbereitung auf die ESI-MS/MS-Analyse wurde die zu analysierende Proteinbande aus dem SDS-
PA-Gel ausgeschnitten und extrahiert, auf eine LC-Säule aufgetragen, aufgetrennt und mittels MS de-
tektiert. Nach dem Verdau mit Trypsin und Chymotrypsin (schneidet C-Terminal von Tyr, Phe und Trp) 
wurden 2 μL der extrahierten Peptide in ein nanoACQUITY UPLC® System (Waters) injiziert. Die detek-
tierten Peptide von DP1B aus der MS-Analyse sind hervorgehoben (unterstrichene Sequenzbereiche). 
 
 

Tabelle 8-6 Liste der nachgewiesenen DP1B-Peptide nach dem Verdau mit Trypsin und Chy-
motrypsin und anschließender ESI-MS/MS-Analyse 

Pe
pt

id
e 

La
be

l 

M
od

ifi
er

s 

Ca
lc

ul
at

ed
 

Pe
pt

id
e 

M
as

s 
(D

a)
 

Co
nt

ro
l m

/z
 

Co
nt

ro
l 

Ch
ar

ge
 S

ta
te

 

Co
nt

ro
l M

as
s 

(D
a)

 

Co
nt

ro
l b

/y
 

Fo
un

d 

Co
nt

ro
l M

as
s 

Er
ro

r (
pp

m
) 

Co
nt

ro
l %

 
M

od
ifi

ed
 

VSDGSSEIF 1:CT006   939,419 940,426 1 939,418 5 -
0,5 

100 

VSDGSSEIFF 1:CT006-007   1086,487 1087,492 1 1086,4841 3 -
2,6 

100 

RLMEAF 1:CT012-013* Oxidation 
M(1) 

781,379 782,386 1 781,3785 3 -
0,9 

100 

LMEAF 1:CT013* Oxidation 
M(1) 

625,278 626,285 1 625,2767 7 -
2,2 

100 

LMEAFAK 1:CT013-014* Oxidation 
M(1) 

824,410 413,213 2 824,4101 4 -
0,1 

100 

FLY 1:CT018-019   441,226 442,235 1 441,2266 3 0,5 100 
IQADQTPEDLDMEDNDIIEAHR 1:CT021* Oxidation 

M(1) 
2583,139 862,055 3 2583,1396 28 0,1 100 

PEDLDMEDNDIIEAHR 1:CT021*/y16* Oxidation 
M(1) 

1926,827 643,284 3 1926,8282 10 0,9 100 

EQIGGADY 1:CT022   851,366 852,374 1 851,3658 3 -
0,4 

100 

EQIGGADYY 1:CT022-023   1014,429 1015,436 1 1014,4279 6 -
1,5 

100 

GPPR 1:CT025   425,239 426,246 1 425,2376 5 -
2,4 

100 

YGGGNY 1:CT027-028   629,245 630,251 1 629,2428 5 -
2,7 

56,9 

YGGGNY 1:CT027-028   629,245 630,252 1 629,2437 4 -
1,3 

43,1 

YGGY 1:CT035-036   458,18 459,187 1 458,179 4 -
2,4 

51 

YGGY 1:CT035-036   458,18 459,187 1 458,1791 3 -
2,2 

49 
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8.2 Ergänzende Ergebnisse 

 

Abb. 8-7 SDS-PAGE-Analyse der Expression von pET28a_Mefp3_SD in E. coli BL21 (DE3) pLysS.  
12,5 %iges SDS-PA-Gel der 1/OD600-Proben vor (-) und nach (+) den verschiedenen Induktionszeiten 
(2 h – 5,5 h). Aufgetragen wurden 10 µL Probe und 5 µL Marker (M, PageRuler™ für SDS-PAGE-
Analyse: Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific). Ind: Induktion (+) oder keine Induk-
tion (-). tInd: Zeit nach der Induktion in Stunden. Das Zielprotein His6-SUMO-Mefp-3 (→) ist gekennzeich-
net (theoretisches Molekulargewicht: 19,2 kDa). Durch den SUMO-Anteil läuft das Zielprotein bei ca. 
24 kDa.  
 



8   Anhang          176 

 

 
Abb. 8-8 Chromatografische Reinigung von His6-SUMO-Mgfp-3 aus E. coli BL21 (DE3) pLysS 
A) Chromatogramm der IMAC zur Reinigung der His6-SUMO-Mgfp-3. Absorptionssignal bei 280 nm in 
mAU (schwarz), Leitfähigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grün). Puffer A: 
10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0). Puffer B: 10 mM Tris-HCl, 100 mM 
Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0). DL – Durchlauf, W1 – Waschfraktion 1, W2 – 
Waschfraktion 2, E1 – Elutionsfraktion 1 (verunreinigtes Zielprotein), E2 – Elutionsfraktion 2 (reines 
Zielprotein). B – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem 
Reinigungsverlauf der IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo 
Scientific), RE –Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet, DL – Durchlauf, W1 – Waschfraktion 1, 
W2 – Waschfraktion 2, E1 – vereinte Elutionsfraktion 1 (verunreinigtes Zielprotein), E2 – vereinte Eluti-
onsfraktion 2 (reines Zielprotein). Es wurden 20 µg vom RE und DL, und 10 µL der anderen Proben 
(aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker (M, PageRuler™, Unstained 
Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific) aufgetragen. Das Zielprotein His6-SUMO-Mgfp-3 ist ge-
kennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 19 kDa). 
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Abb. 8-9 Enzymatischer Verdau von His6-SUMO-Mgfp-3 und Modifikation von Mgfp-3 mit Hilfe 
der mikrobiellen Tyrosinase (mTyr) 
SDS-PAGE Analyse (A) und NBT-gefärbter Western-Blot (B) vor und nach enzymatischen Verdau von 
His6-SUMO-Mgfp-3 mit der SUMO-Protease für 2 h bei 30 °C und Modifikation von Mgfp-3 mit der mik-
robiellen Tyrosinase (mTyr) bei 25 °C für 5 h. 1 – His6-SUMO-Mgfp-3 vor SUMO-Abspaltung, 2 – Nach 
SUMO-Protease Verdau & mTyr Reaktion (one-pot Reaktion), 3 – Überstand nach Zentrifugation (ent-
hält His6-SUMO & mTyr), 4 – Resolubilisiertes Pellet nach Zentrifugation in 50 % HAc (enthält modifi-
ziertes Mgfp-3). Aufgetragen wurden 3 µg Protein 5 µL Marker (M, PPL Prestained Protein Ladder, 
Thermo Scientific). Die Proteine sind gekennzeichnet: His6-SUMO-Mgfp-3 (18,99 kDa), His6-SUMO 
(13,4 kDa) und Mgfp-3 (5,59 kDa). 
 
 
 
 
 
 

 

Abb. 8-10 SDS-PA-Gele zur heterologen Expression von DP1A und DP1B in E. coli BW3110 in 
TB-Medium bei 25 °C und Löslichkeitsverteilung nach Zellaufschluss 

A) 12,5 %iges SDS-PA-Gel der 1/OD600-Proben vor (-) und nach (+) den verschiedenen Induktionszei-
ten (2 h – 22 h). Die Kultivierung von E. coli BW3110 pJOE_DP1A und pJOE_DP1B erfolgte in TB Me-
dium bei 37 °C unter Schütteln. Zur Induktion mit 5 mM Rhamnose wurde die Temperatur auf 25 °C 
herabgesetzt. Aufgetragen wurden 10 µL Probe und 5 µL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low 
Range Protein Ladder, Thermo Scientific). M – Marker, v.I. – 1/OD600 Probe vor Induktion, 2 h – 2 h 
nach der Induktion, 4 h – 4 h nach der Induktion, 22 h – 22 h nach der Induktion. Es wurden Proben mit 
und ohne Induktion analysiert: "+" 5 mM Rhamnose und "–" keine Induktion. B) Löslichkeitsverteilung 
von DP1A und DP1B nach Zellaufschluss in Resuspensionspuffer (10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriump-
hosphat, 1 mM PMSF; pH 8.0) und Zentrifugation: RE – Rohextrakt/Lösliche Fraktion, P – Unlösliche 
Fraktion/Zellpellet. Aufgetragen wurden 20 µg RE und 5 µL Marker (M, PageRuler™, Unstained Low 
Range Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine DP1A und DP1B sind gekennzeichnet (the-
oretisches Molekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa). 
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Abb. 8-11 Chromatografische Reinigung von DP1A aus E. coli BW3110 
12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungsverlauf 
der IMAC (His-Gravi-Traps, GE Healthcare). M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein 
Ladder, Thermo Scientific), RE –Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet, DL – Durchlauf, W – 
Waschfraktion, E1 bis E3 – Elutionsfraktionen. Schritte der Elution: 1 – 500 mM Imidazol, 2 – 1 M Imida-
zol, 3 – 1 M Imidazol + 6 M Harnstoff. Es wurden 20 µg vom RE und DL, und 10 µL der anderen Proben 
(aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker aufgetragen. Das Zielprotein 
DP1A ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 57,9 kDa). 
 
 
 
 

 
Abb. 8-12 Chromatografische Reinigung (1. IMAC) von DP1A aus E. coli BW3110 
A) Chromatogramm der 1. IMAC zur Reinigung von DP1A. Absorptionssignal bei 280 nm in mAU 
(schwarz), Leitfähigkeit in mS/cm (blau) und der Elutionsgradient (Puffer B in %) (grün). Puffer: A – 
10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl (pH 8,0); B1 – 10 mM Tris-HCl, 100 mM Nat-
riumphosphat, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol (pH 8,0); B2 – 10 mM Tris-HCl, 100 mM Natriumphosphat, 
300 mM NaCl, 1 M Imidazol, 6 M Harnstoff (pH 8,0). DL – Durchlauf, W – Waschfraktion, 1 bis 7 – 
Elutionsfraktionen. B – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus 
dem Reinigungsverlauf der 1. IMAC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, 
Thermo Scientific), RE – Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zelltrümmer, DL – Durchlauf, W – Wasch-
fraktion, E1 bis E7 – Elutionsfraktionen. Es wurden 20 µg RE und DL, und 10 µL der anderen Proben 
(aus einer 1:3 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker aufgetragen. Das Zielprotein 
DP1A ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 57,9 kDa). 
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Tabelle 8-7 Zusammenfassung der Vorversuche zum ITC zur Ermittlung der besten Bedingung 
für die Reinigung von DP1B. Die Bewertung (+) erfolgte durch die qualitative Analyse der Ban-
denintensität von DP1B in der SDS-PAGE und im WB. Puffersystem: 100 mM NaH2PO4, 10 mM 
TRIS, 300 mM NaCl (pH 8,0). 

Parameter Bewertung Beste Bedingung 

Übergangs- 
 Temperatur Tt (°C) 

26 + 

40°C 

30 ++ 
32 ++ 
34 +++ 
36 +++ 
40 ++++ 

KCl-Konzentration  
 (M) im 1. Cycling 

0 + 

0,5 M KCl 
0,25 ++ 
0,5 ++++ 
0,75 +++ 

1 ++ 

KCl-Konzentration  
 (M) im 2. Cycling 

0 +++ 

0,25 M KCl 
0,25 ++++ 
0,5 +++ 
0,75 ++ 

1 + 

Inkubationsdauer bei Tt 
(min) 

15  ++ 
20 min 20  ++++ 

40  ++++ 

Zentrifugationszeit bei Tt  
 (min) 

15  + 
40 min (bei 40°C) für vollständigen  
 Übergang von DP1B notwendig 

20  ++ 
40  ++++ 

 

 
Abb. 8-13 Reinigung von DP1B aus 1,5 g E. coli BW3110 BFM mittels Inverse transition cycling 
(ITC) 
A – 12,5 %iges SDS-PA-Gel nach elektrophoretischer Auftrennung der Proben aus dem Reinigungs-
verlauf des ITC. M - Marker (PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific), 
RE –Rohextrakt, P – Unlösliche Fraktion/Zellpellet, ÜSn – Überstand nach n-ten Zyklus (enthält E. coli-
eigene Proteine), Un – Unlösliche Fraktion nach n-ten Zyklus (enthält E. coli-eigene Proteine), Rn – Re-
solubilisiertes Pellet nach n-ten Zyklus (enthält Zielprotein DP1B). Auftragung: 20 µg vom RE und ÜSn, 
15 µL der anderen Proben (aus einer 1:2 Verdünnung in SDS-PAGE Probenpuffer) und 5 µL Marker. 
Die Größe des zu erwartenden Zielproteins DP1B ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 
57,4 kDa).  
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Abb. 8-14 Testung des Protease-Inhibitors DFP während der chromatografischen Reinigung von 
DP1A im kleinen Maßstab und Einfluss von DFP auf die Stabilität von DP1A im Rohextrakt 
A) SDS-PAGE-Analyse der Reinigung von DP1A mittels His-Gravity-Columns in Gegenwart von PMSF 
und Diisopropylfluorphosphat (DFP). B) Western-Blot Analyse des Stabilitätstests von DP1A mit und 
ohne Zugabe von DFP zum Rohextrakt. RE – Rohextrakt, E1 – Elutionsfraktion 1, E2 – Elutionsfraktion 
2, M – Marker. Aufgetragen wurden 5 µL Marker, 20 µg Rohextrakt und 5 µg der Elutionsfraktionen. Das 
Zielprotein DP1A (theoretisches Molekulargewicht: 57,4 kDa) sowie die Fragmente des Zielproteins sind 
gekennzeichnet. 
 
 

 
Abb. 8-15 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP1A im SK in TB-Medium in E. coli BL21 
(DE3) pLysS 
A) SDS-PAGE-Analyse. B) Western-Blot Analyse. Untersucht wurden die 1/OD600-Proben ohne (-) und 
mit (+) IPTG zu den verschiedenen Zeitpunkten (0 h – 20 h). Aufgetragen wurden 10 µL Probe und 5 µL 
Marker (M, PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder oder PPL Prestained Protein Ladder, 
Thermo Scientific). Das Zielprotein DP1A (theoretisches Molekulargewicht: 57,4  Da) sowie die DP1A-
Fragmente im WB sind gekennzeichnet. 
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Abb. 8-16 Untersuchungen des Einflusses des Produktionsstammes auf die Stabilität von DP1A 
im Rohextrakt nach Zellaufschluss 
Western-Blot Analyse des Stabilitätstests von DP1A produziert in E. coli BW3110 und E. coli BL21 
(DE3) Gold pLysS auf Eis (~ 4 °C) und bei RT im Rohextrakt. 1/OD – 1/OD600-Proben zum Zeitpunkt 
der Zellernte, 0h – RE nach Zellaufschluss, 5h – 5 h Inkubation bei der jeweiligen Temperatur, RT – 
Raumtemperatur, K – RE aus dem Leerstamm E. coli BL21 (DE3) Gold pLysS, M – Marker. Aufgetragen 
wurden 5 µL Marker, 10 µL der 1/OD-Proben und Rohextrakt (30 µg Proteinmenge). Das Zielprotein 
DP1A (theor. Molekulargewicht: 57,4 kDa) sowie die Fragmente des Zielproteins sind gekennzeichnet.   

 
Abb. 8-17 Ergebnisse zur heterologen Produktion von DP2 in E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem 
Expressionsvektor pET28a_DP2 (KanR+CmR) bei 25 °C und 37 °C in TB-Medium 
A – Wachstumskurve von E. coli BL21 (DE3) pLysS unter der getesteten Expressionsbedingung in TB-
Medium. Genkennzeichnet ist der Zeitpunkt der Temperaturreduktion auf 25 °C. Induktion bei 25 °C 
(blaue Kurven), Induktion bei 37 °C (rote Kurven). Nach Erreichen der Zieltemperatur wurde die Induk-
tion mit 1 mM IPTG gestartet. B – SDS-PAGE Analyse der 1/OD600-Proben ohne (-) und mit (+) Induktion 
zu den verschiedenen Zeitpunkten (1 h – 20 h). Aufgetragen wurden 10 µL Probe und 5 µL Marker (M, 
PageRuler™, Unstained Low Range Protein Ladder, Thermo Scientific). Das Zielprotein DP2 ist ge-
kennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht: 67,3 kDa). 
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Abb. 8-18 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Übergangs der DP1A-Variante 
(nicht-modifiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Übergangs-tem-
peraturen (Tt) 
Vergleichend wurde die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1A-Variante 
(grüne Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1A-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. 
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit 
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; 
pH 8,0). Für die Messungen wurde eine Anregung von 45 % gewählt. Alle Proben wurden in Triplikaten 
(n = 3) gemessen. A) Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen 
(F350 nm/F330 nm) gegen die Temperatur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A 
gegen die Temperatur. Aus den lokalen Extrema können die Übergangstemperaturen (Tt) ermittelt wer-
den (Angabe der gemittelten Tt aus n = 3 in der Abb.). C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die 
Temperatur. Daraus lässt sich der Beginn der Aggregation  (TStart) ablesen (Angabe der gemittelten TStart 
aus n = 3 in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software „PR.ThermControl“ (NanoTemper Tech-
nologies). 
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Abb. 8-19 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Übergangs der DP1B-Variante 
(nicht-modifiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Übergangs-tem-
peraturen (Tt) 
Vergleichend wurde die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz der DP1B-Variante 
(grüne Kurven, s. Legende) und der modifizierten DP1B-Variante (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. 
Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit 
einer Temperaturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM TRIS, 300 mM NaCl; 
pH 8,0). Für die Messungen wurde eine Anregung von 100 % gewählt. Alle Proben wurden in Triplikaten 
(n = 3) gemessen. A) Aufgetragen ist das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen 
(F350 nm/F330 nm) gegen die Temperatur. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A 
gegen die Temperatur. Aus den lokalen Extrema können die Übergangstemperaturen (Tt) ermittelt wer-
den (Angabe der gemittelten Tt aus n = 3 in der Abb.). C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die 
Temperatur. Daraus lässt sich der Beginn der Aggregation  (TStart) ablesen (Angabe der gemittelten TStart 
aus n = 3 in der Abb). Die Auswertung erfolgte mit der Software „PR.ThermControl“ (NanoTemper Tech-
nologies). 
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Abb. 8-20 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Übergangs von DP2 (nicht-modi-
fiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF zur Ermittlung der Übergangs-temperaturen 
(Tt) 
Vergleichend wurde die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von DP2 (grüne Kur-
ven, s. Legende) und modifiziertem DP2 (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. Untersucht wurde so-
wohl die Heiz- als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit einer Temperatur-
rampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0). Für die Messungen wurde 
eine Anregung von 60 % gewählt. Alle Proben wurden in Triplikaten (n = 3) gemessen. A) Aufgetragen 
ist das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen (F350 nm/F330 nm) gegen die Temperatur. B) Auf-
tragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den lokalen Ext-
rema können die Übergangstemperaturen (Tt) ermittelt werden (Angabe der gemittelten Tt aus n = 3 in 
der Abb.). C) Auftragung der Streuung in mAU gegen die Temperatur. Daraus lässt sich der Beginn der 
Aggregation  (TStart) ablesen (Angabe der gemittelten TStart aus n = 3 in der Abb). Die Auswertung erfolgte 
mit der Software „PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies). 
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Abb. 8-21 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Übergangs von Mefp-3 (nicht-mo-
difiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF 
Vergleichend wurde die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von Mefp-3 (grüne 
Kurven, s. Legende) und modifiziertem Mefp-3 (blaue Kurven, s. Legende) analysiert. Untersucht wurde 
sowohl die Heizphase als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 15 – 95 °C mit einer Tem-
peraturrampe von 1 °C/min im ITC-Puffer (10 mM NaH2PO4, 200 mM NaCl; pH 8,0). Für die Messungen 
wurde eine Anregung von 100 % gewählt. Alle Proben wurden in Triplikaten (n = 3) gemessen. A) Auf-
getragen ist das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen (F350 nm/F330 nm) gegen die Temperatur. 
B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die Temperatur. Aus den lokalen 
Extrema können die Übergangstemperaturen (Tt) ermittelt werden. C) Auftragung der Streuung in mAU 
gegen die Temperatur. Daraus lässt sich der Beginn der Aggregation  (TStart) ablesen. Die Auswertung 
erfolgte mit der Software „PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies). 
 

 
 
 



8   Anhang          186 

 

 
Abb. 8-22 Messungen des thermisch induzierten strukturellen Übergangs von Mgfp-3 (nicht-mo-
difiziert – grün, modifiziert – blau) mittels nanoDSF 
Die Messungen erfolgten am nanoDSF-Gerät der Firma NanoTemper Technologies GmbH (Prome-
theus NT.48). Untersucht wurde sowohl die Heiz- als auch die Abkühlphase im Temperaturbereich von 
15 – 95 °C mit einer Temperaturrampe von 1 °C/min. Für die Messungen wurde eine Anregung von 45 
% gewählt. Vergleichend ist die Veränderung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von Mgfp-3 
(grüne Kurven, s. Legende) und modifiziertem Mgfp-3 (blaue Kurven, s. Legende) aufgetragen. A) Die 
Verschiebung der intrinsischen Trp- und Tyr-Fluoreszenz von Mgfp-3 wurde bei zwei Wellenlängen, 330 
und 350 nm, aufgenommen. Das Fluoreszenzverhältnis der beiden Wellenlängen wurde gegen die 
Temperatur aufgetragen. B) Auftragung der 1. Ableitung aus den erfassten Daten aus A gegen die 
Temperatur. C) Auftragung der Streuung in mAU. Alle Proben wurden in Triplikaten (n = 3) gemessen. 
Die Auswertung erfolgte mit der Software „PR.ThermControl“ (NanoTemper Technologies). 
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Tabelle 8-8 Zusammenfassung der gemittelten Startfluoreszenzen der Designer-Proteine mittels 
nanoDSF (engl. Differential scanning fluorimetry). Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei Messun-
gen (n = 3). Eingesetzt wurden jeweils 0,2 mg/mL jeder Proteinvariante. 

Protein Startfluoreszenz bei 330 nm 
(counts*mm) 

Startfluoreszenz bei 350 nm 
(counts*mm) 

 1 2 3 Ø 1 2 3 Ø 
Mefp-3 600,54 601,91 595,22 599,2 683,38 684,94 680,00 682,8 
mod. Mefp-3 499,12 499,90 499,10 499,4 568,73 567,74 566,52 567,7 
Mgfp-3 904,38 897,80 949,78 917,3 1037,01 1027,96 1068,63 1044,5 
mod. Mgfp-3 727,52 754,55 724,70 735,6 778,39 798,14 778,78 785,1 
DP1A-
Variante 739,35 766,64 750,51 752,2 796,62 830,43 807,93 811,7 
mod. DP1A-
Variante 256,00 259,21 240,52 251,9 271,76 280,81 258,05 270,2 
DP1B-
Variante 565,99 593,81 548,91 569,6 434,64 457,24 428,44 440,1 
mod. DP1B-
Variante 430,42 427,66 275,29 377,8 333,17 328,87 352,21 338,1 
DP2 1543,08 1526,33 1515,86 1528,4 1233,07 1224,16 1218,54 1225,3 
mod. DP2 189,52 180,51 180,43 183,5 210,73 203,57 201,23 205,2 

mod. – modifiziert (Hydroxylierung der Peptid-gebundenen Tyr zu DOPA) 
 

 
Abb. 8-23 Einfluss der Proteinkonzentration auf die Verteilung der Partikelgröße der DP1A-
Variante 
Die Messungen erfolgten am ZetaSizer Nano ZS (Malverin Instruments) bei 25 °C und wurden mit Eike 
Busmann (AG Prof. Mäder, MLU Halle) durchgeführt. Das Protein lag in 10-fach verdünntem ITC-Puffer 
(1 mM Tris-HCl, 10 mM NaH2PO4, 30 mM NaCl; pH 8.0) vor. Die Messungen in 1-fachen ITC-Puffer 
waren nicht verwertbar, da die Proteine bereits stark agglomeriert vorlagen und der PDI (Polydispersi-
tätsindex) sehr hoch war. Die Partikelgrößenverteilung (nm) nach der Intensität zeigt, dass die DP1A-
Variante bei den untersuchten Proteinkonzentrationen in 10-fach verdünntem ITC-Puffer (0,1 mg/mL – 
schwarze Kurve; 0,2 mg/mL – rote Kurve und 0,4 mg/mL – blaue Kurve) eine mittlere Partikelgröße dh 
von ca. 105 nm aufweist. Die dargestellten ZetaSizerTM-Daten überschneiden sich unabhängig von der 
eingesetzten Proteinkonzentration nahezu vollständig. Allerdings sind für eine Konzentration von 
0,4 mg/mL größere Aggregate unter den Versuchsbedingungen nachweisbar. Die Partikelgröße wurde 
in drei unabhängigen Messungen untersucht (n = 3). Zur besseren Veranschaulichung wird jeweils 1 
Kurve pro Konzentration gezeigt. Die Ergebnisse aller Messungen sind in Tabelle 8-9 zusammenge-
fasst. 
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Tabelle 8-9 Zusammenfassung der Ergebnisse der DLS Messungen am ZetaSizer Nano ZS (Mal-
verin Instruments) bei 25 °C durchgeführt von Eike Busmann (AG Prof. Mäder, MLU Halle). Das 
Protein lag in 10-fach verdünntem ITC-Puffer (1 mM Tris-HCl, 10 mM NaH2PO4, 30 mM NaCl; pH 
8.0) vor. Untersucht wurde die Partikelgröße der DP1A-Variante bei folgenden Proteinkonzentra-
tionen: 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL und 0,4 mg/mL. Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei Messungen 
(n = 3). 

Konzentration der 
DP1A-Variante 
(mg/mL) 

0,1 0,2 0,4 

n 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
Z-Average (d.nm) 103 101,4 102,6 104,3 104 102,1 110,2 108,6 112,7 
PDI (-) 0,199 0,182 0,205 0,165 0,176 0,187 0,338 0,404 0,417 
Zeta-Potenzial (mV) -12,1 -10,4 -9,19 -4,8 -5,41 -6,05 -3,85 -5,59 -4,98 
Leitfähigkeit (mS/cm) 8,67 8,98 9,07 5,73 5,95 6,01 5,78 5,98 6,04 

 
 
 

 
Abb. 8-24 Abhängigkeit der Frequenzänderung von der Proteinkonzentration der DP1A-Variante 
während der QCM-Messung 
Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren bei unter-
schiedlichen Proteinkonzentrationen der Stammlösung (s. Legende: 0,05 mg/mL – graue Kurven; 
0,1 mg/mL – rote Kurven; 0,2 mg/mL – blaue Kurven; 0,4 mg/mL – grüne Kurven). Gezeigt sind die 
Frequenzplots aus drei unabhängigen Messungen (n = 3). Die Messungen lassen sich in drei Schritte 
unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 2 – Proteinapplikation, 3 – Finaler Waschschritt mit 
PBS. Die finalen Frequenzänderungen (∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz 
jeder Messung. Die Resultate aller Messungen sind Tabelle 3-11 (S. 99) zu entnehmen. 
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Abb. 8-25 Abhängigkeit der Frequenzänderung von der Applikationszeit der DP1A-Variante wäh-
rend der QCM-Messung 
Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren während einer 
Applikationszeit von 10 min (blaue Kurven) und 30 min (grüne Kurven). Gezeigt sind die Frequenzplots 
aus drei unabhängigen Messungen (s. Legende, n = 3). Die Messungen lassen sich in drei Schritte 
unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS (für die beiden Applikationszeiten identisch), 2 – 
Proteinapplikation (für die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet), 3 – Finaler Waschschritt 
mit PBS (für die beiden Applikationszeiten farblich gekennzeichnet). Die finalen Frequenzänderungen 
(∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Messung. Die Resultate aller Mes-
sungen sind Tabelle 3-12 (S. 100) zu entnehmen. 
 

 
Abb. 8-26 Abhängigkeit der Frequenzänderung von der Temperatur während der QCM-Messung 
Frequenzplot zum Vergleich der Proteinadsorption der DP1A-Variante an SiO2-Sensoren zu verschie-
denen Messtemperaturen: 15 °C (graue Kurven), 25 °C (grüne Kurven) und 35 °C (blaue Kurven). Ge-
zeigt sind die Frequenzplots aus drei unabhängigen Messungen je Temperatur (s. Legende, n = 3). Die 
Messungen lassen sich in drei Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 2 – Pro-
teinapplikation, 3 – Finaler Waschschritt mit PBS (bis zum Erreichen einer stabilen Frequenz). Die fina-
len Frequenzänderungen (∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfrequenz jeder Mes-
sung. Die Resultate aller Messungen sind Tabelle 3-13 (S. 102) zu entnehmen.   
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Abb. 8-27 Untersuchungen zum Einfluss von Essigsäure auf die SiO2-Sensoroberfläche während 
der QCM-Messung 
Frequenzplots zum Vergleich des Einflusses von Essigsäure (HAc) auf die SiO2-Sensoroberfläche wäh-
rend der Proteinadsorption von Mgfp-3. A – 25 % HAc, B – 5 % HAc. Die Frequenzplots sind in den 
entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Messungen lassen sich in drei Schritte unterteilen: 
1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* – Äquilibrierung des Sensors mit 5 % HAc, 2 – Proteinappli-
kation (Mgfp-3 gelöst in 25 % HAc), 3 – Finaler Waschschritt mit PBS (bis zum Erreichen einer stabilen 
Frequenz). Die finalen Frequenzänderungen (∆f) ergeben sich aus der Differenz der Start- und Endfre-
quenz jeder Messung: A – f25 % HAc = 4,22 Hz; fmod. Mgfp-3 = 33,64 Hz. B – f5 %HAc = 1,3 Hz;  fMgfp-3 = 
19,61 Hz;  fmod. Mgfp-3 = 27,37 Hz.     
 
 
 
 
 

 
Abb. 8-28 Dissipationsverhalten der Kontrollen BSA und MAPTrixTM an eine SiO2-Sensoroberflä-
che 
Dissipationsverhalten (∆D) der Kontrollen zur Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften während 
einer Applikationszeit von 10 min, einer Flussrate von 60 µL/min bei 25 °C. A – Negativkontrolle BSA, 
B – Positivkontrolle MAPTrixTM. Es wurden drei unabhängige Messungen durchgeführt (n = 3). Die Fre-
quenz- und Dissipationsplots sind in den entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Messung 
lässt sich in drei Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* – Äquilibrierung des 
Sensors mit 5 % HAc bei MAPTrixTM, 2 – Proteinapplikation, 3 – Finaler Waschschritt mit PBS. 
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Abb. 8-29 Dissipationsverhalten der Muschelfußproteine Mefp-3 und Mgfp-3 an eine SiO2-Sen-
soroberfläche 
Vergleichend ist das Dissipationsverhalten (∆D) der adhäsiven Einzelblöcke Mefp-3 und Mgfp-3 zur 
Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften während einer Applikationszeit von 10 min, einer 
Flussrate von 60 µL/min bei 25 °C gezeigt. A – Mefp-3, B – mod. Mefp-3, C – Mgfp-3, D – mod. Mgfp-
3. Die jeweilige modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der enthaltenen Tyr zu 
DOPA mit Hilfe der mikrobiellen Tyrosinase) wurde ebenfalls untersucht und ist in einem Frequenzplot 
mit gleicher Skalierung dargestellt. Es wurden drei unabhängige Messungen durchgeführt (n = 3). Die 
Frequenz- und Dissipationsplots sind in den entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Mes-
sung lässt sich in vier Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 1* – Äquilibrierung 
des Sensors mit 5 % HAc, 2 – Proteinapplikation, 3 – Finaler Waschschritt mit PBS. 
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Abb. 8-30 Dissipationsverhalten der Designer-Proteine DP1A-Variante und DP2 an eine SiO2-
Sensoroberfläche 
Vergleichend ist das Dissipationsverhalten (∆D) der Designer-Proteine zur Bestimmung der viskoelas-
tischen Eigenschaften während einer Applikationszeit von 10 min, einer Flussrate von 60 µL/min bei 
25 °C gezeigt. A – DP1A-Variante, B – mod. DP1A-Variante, C – DP2, D – mod. DP2. Die jeweilige 
modifizierte Proteinvariante (Modifikation durch Hydroxylierung der enthaltenen Tyr zu DOPA mit Hilfe 
der mikrobiellen Tyrosinase) wurde ebenfalls untersucht und ist in einem Frequenzplot mit gleicher Ska-
lierung dargestellt. Es wurden drei unabhängige Messungen durchgeführt (n = 3). Die Frequenz- und 
Dissipationsplots sind in den entsprechenden Farben dargestellt (s. Legende). Die Messung lässt sich 
in drei Schritte unterteilen: 1 – Äquilibrierung des Sensors mit PBS, 2 – Proteinapplikation, 3 – Finaler 
Waschschritt mit PBS. 
 

Tabelle 8-10 Bestimmung der Trockenmasse Elmers Glue 
Zur Bestimmung der Trockenmasse von Elmers Glue wurden 40 µL mit einer Verdrängungspipette in 
Glasfläschchen aufgetragen, auf einer analytischen Waage gewogen, 24 h lang bei 90 °C und 15 % 
Luftfeuchtigkeit getrocknet und erneut gewogen. Die vorbereiteten Glasfläschchen wurden zuvor mit 
dH2O gewaschen und 2 h lang vorinkubiert, um die Feuchtigkeit zu entfernen. 
Probe Feucht-

masse 
Trocken-
masse ∆ Anteil Trockenmasse 

(%) 
Feuchtigkeit 

(%) 
1 43,70 16,10 27,60 36,84 63,16 
2 41,70 15,40 26,30 36,93 63,07 
3 42,00 15,50 26,50 36,90 63,10 
4 42,20 16,30 25,90 38,63 61,37 
5 42,50 17,30 25,20 40,71 59,29 
Mittel-
wert 

42,42 16,12 26,30 38,00 62,00 
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SD 0,77 0,76 0,88 1,69 1,69 
 
 
 
 

 
Abb. 8-31 Bruchbilder nach den Zug-Scher-Versuchen an Al-Oberflächen 
Neben der Zug-Scher-Festigkeit liefert der Verlauf des Bruches wichtige Informationen zur Verklebung 
der Prüfkörper (Aluminium-Oberfläche). Dabei unterscheidet man im Allgemeinen zwischen einem 
Bruch in der Klebstoffmasse (Kohäsionsbruch) und Bruch zwischen Klebstoff und Fügeteil (Adhäsions-
bruch). Dargestellt sind die Bruchbilder der folgenden Proben: 1 – BSA, 2 – Elmers Glue, 3 – Mefp-3, 4 
– mod. Mefp-3. 
 
 
 
 
 
 

 

Abb. 8-32 Western-Blot-Analyse der zellfreien Proteinsynthese (CFPS) von DP1A und DP1B 
A) Ergebnisse der CFPS von DP1A und DP1B mittels PURExpress® Kit. B) Ergebnisse der CFPS von 
DP1A mittels PURExpress® Δ (aa, tRNA) Kit, 1x tRNA+AS – Zugabe der einfachen Menge an tRNAs 
und Aminosäuren zum Reaktionsansatz, 2x tRNA+AS – Zugabe der zweifachen Menge an tRNAs und 
Aminosäuren zum Reaktionsansatz. Analysiert wurde die zellfreie Proteinsynthese über einen Zeitraum 
von 1 h – 4 h bei 37 °C nach Herstellerangaben. Die Negativ-Kontrolle (K) enthält alle Komponenten 
der Kits ohne Zugabe der Plasmide, die die Geninformationen der Zielproteine DP1A/B enthalten. The 
PURExpress® Komponenten besitzen bis auf die ribosomalen Proteine einen His-tag und sind in der 
Negativ-Kontrolle sichtbar. Aufgetragen wurden 10 µL des Reaktionsansatzes und 5 µL Marker (M, 
PPL, Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). Die Zielproteine DP1A und DP1B sind gekenn-
zeichnet (theoretisches Molekulargewicht DP1A: 57,9 kDa; DP1B: 57,4 kDa). Zusätzlich sind die Berei-
che gekennzeichnet, in denen Abbaufragmente der Zielproteine detektiert wurden. 
 
 



8   Anhang          194 

 

 

Abb. 8-33 Schematische Darstellung der Proteinsequenzen für die Zell-freie Proteinsynthese von 
DP1A im prokaryotischen und eukaryotischen System 
Das Designer-Protein 1A (DP1A) besteht aus vier Protein-Blöcken des in Kap. 1.3 (S. 9) vorgestellten 
Baukastensystems: tag-Sequenz (orange), Linker-Sequenz (weiß), adhäsiver Block (grün) und kohäsi-
ver Block (blau). DP1A enthält Mefp-3 als adhäsiven Block und ELP-Sequenzen als kohäsive Einheit. 
Zusätzlich wurde für die zellfreie Proteinsynthese im Sf21 System N-terminal eine Melittin-Signalse-
quenz (MEL) eingebracht, die eine Translokation des Zielproteins in das Lumen der Mikrosomen her-
vorruft. SUMO – engl. Small Ubiquitin-related MOdifier, Mefp-3 – Muschelfußprotein-3 aus M. edulis, 
(VPGVG)75 – ELP-Sequenz, ELP – Elastin-ähnliche Polypeptide, TEV – TEV-Schnittstelle (engl. to-
bacco etch virus). Das theoretische Molekulargewicht der jeweiligen Sequenzvariante ist mit aufgeführt. 

 

Abb. 8-34 Zellfreie Synthese (CFPS) von DP1A im E. coli System (A) und Sf21 System (B) 
Dargestellt sind die Autoradiogramme der CFPS von 14C-Val markierten DP1A im prokaryotischen 
E. coli System (A) und eukaryotischen Sf21 System (B). A) Aufgetragen sind die Proben der Gesamt-
synthese, sowie der lösliche und unlösliche Anteil in der CFPS im E. coli System. Reaktionsbedingun-
gen: 37 °C für 4 h (n = 2). Die Synthesen erfolgten zum einen in Gegenwart der SUMO-Protease (+) als 
auch ohne SUMO-Protease (-) für die Produktion des volllängen Proteins. NK – Negativ Kontrolle (Re-
aktionsansatz ohne DNA-template), PK – Positiv Kontrolle (Mel-vtPA, 41 kDa). Das Zielprotein DP1A 
ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht DP1A (+His6-SUMO-tag): 57,9 kDa; DP1A (-His6-
SUMO-tag): 48,5 kDa). Zusätzlich sind die Bereiche hervorgehoben, in denen Abbauprodukte detektiert 
wurden. B) Aufgetragen sind die Proben der Gesamtsynthese, sowie der lösliche Anteil und die Mikro-
somale Fraktion der CFPS im Sf21 System. Reaktionsbedingungen: 27 °C für 2 h (n = 2). NK – Negativ 
Kontrolle (Reaktionsansatz ohne DNA-template), PK – Positiv Kontrolle (Mel-Erythropoetin, glykosyliert: 
19,7 kDa). Das Zielprotein DP1A ist gekennzeichnet (theoretisches Molekulargewicht DP1A (-His6-
SUMO-tag): 48,5 kDa). Zusätzlich sind die Bereiche markiert, in denen DP1A-Multimere detektiert wur-
den. 
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8.3 Protein-Blöcke für das Protein-Design 
Tabelle 8-11 Übersicht zu Protein-Blöcken und deren sequenzen aus der Literatur 

Protein-
Blöcke 

Herkunft Aminosäuresequenz Rekombinante 
Produktion 

Ausbeute Literatur 

Adhäsive Blöcke 
Mefp-3 M. edulis ADYYGPNYGPPRRYGGGNYNRYNRYGRRYGGYKGWNNGWNRGRRGKYW bislang nicht rekombinant 

produziert 
[Floriolli et 
al., 2000] 

Mgfp-3 M.  
galloprovincialis 

ADYYGPKYGPPRRYGGGNYNRYGRRYGGYKGWNNGWKRGRWGRKYY E. coli 39 mg/L [Hwang et 
al., 2005] 

Rsn-2 E. pustulosus LILDGDLLKDKLKLPVIDNLFGKELLDKFQDDIKDKYGVDTKDLKILKTSEDKRFYYVSVDAGD
GEKSKFKIRKDVDVPKMVGRKSRKDDDDDDGY 
 

E. coli k.A. [Cooper et 
al., 2017] 

CP19 F. albicostatus VPPPSDLSIKSKLKQVGATAGNAAVTTTGTTSGSGVVKSVVRTPTSVEKKAAVGNTGLSAVS
ASAANGFFKNLGKATTEVKTTKDGTKVKTKTAGKGKTGGTATTIQIADANGGVSEKSLKLDL
LTDGLKFVKVTEKKQGTATSSSGHKASGVGHSVFKVLNEAETELELKGL 
 

E. coli 40 mg/L [Liu et al., 
2017] 

PC1 P. californica VGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYGGKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYG
GKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYGGKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGY
GYGGKKVGGYGYGGKKVGGYGYGAKKVGGYGYGGKK 
 

bislang nicht rekombinant 
produziert 

[Shao et 
al., 2009] 

Kohäsive Blöcke 
ELPs H. sapiens VPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPG

VGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGV
PGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGV
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGV
GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVG 
 

E. coli, P. pasto-
ris 

0,8 g/L 
(P. pasto-
ris) 

[Desai et 
al., 2016] 

TE H. sapiens MGGVPGAIPGGVPGGVFYPGAGLGALGGGALGPGGKPLKPVPGGLAGAGLGAGLGAFPA
VTFPGALVPGGVADAAAAYKAAKAGAGLGGVPGVGGLGVSAGAVVPQPGAGVKPGKVPG
VGLPGVYPGGVLPGARFPGVGVLPGVPTGAGVKPKAPGVGGAFAGIPGVGPFGGPQPGV

E. coli 30 mg/L [Studtmeis
ter, 2012] 
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Protein-
Blöcke 

Herkunft Aminosäuresequenz Rekombinante 
Produktion 

Ausbeute Literatur 

PLGYPIKAPKLPGGYGLPYTTGKLPYGYGPGGVAGAAGKAGYPTGTGVGPQAAAAAAAKA
AAKFGAGAAGVLPGVGGAGVPGVPGAIPGIGGIAGVGTPAAAAAAAAAAKAAKYGAAAGLV
PGGPGFGPGVVGVPGAGVPGVGVPGAGIPVVPGAGIPGAAVPGVVSPEAAAKAAAKAAKY
GARPGVGVGGIPTYGVGAGGFPGFGVGVGGIPGVAGVPSVGGVPGVGGVPGVGISPEAQ
AAAAAKAAKYGVGTPAAAAAKAAAKAAQFGLVPGVGVAPGVGVAPGVGVAPGVGLAPGVG
VAPGVGVAPGVGVAPGIGPGGVAAAAKSAAKVAAKAQLRAAAGLGAGIPGLGVGVGVPGL
GVGAGVPGLGVGAGVPGFGAVPGALAAAKAAKYGAAVPGVLGGLGALGGVGIPGGVVGA
GPAAAAAAAKAAAKAAQFGLVGAAGLGGLGVGGLGVPGVGGLGGIPPAAAAKAAKYGAAG
LGGVLGGAGQFPLGGVAARPGFGLSPIFPGGACLGKACGRKRK 
 

RLPs D. melanogaster GGRPSDSYGAPGGGNGGRPSDSYGAPGQGQGQGQGQGGYAGKPSDTYGAPGGGNGN
GGRPSSSYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGGNGNGGRPSSSYG
APGQGQGNGNGGRSSSSYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNNG
GRPSSSYGAPGGGNGGRPSDTYGAPGGGNGNGSGGRPSSSYGAPGQGQGGFGGRPSD
SYGAPGQNQKPSDSYGAPGSGNGNGGRPSSSYGAPGSGPGGRPSDSYGPPASGS 
 

E. coli k.A. [Qin et al., 
2011] 

CLPs H. sapiens GAGAPGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQNGQPGEPGSNGPQ
GSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGS
PGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQNGQPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPG
SPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGE 
 

P. pastoris 0,8  –
1,6 g/L 

[Martens 
et al., 
2009a; 
Martens et 
al., 2009b] 

SLPs B. mori GAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEG
AGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGA
GAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAG
AGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGA
GAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAG
AGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGA
GEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGEGAGAGAGE 
 

P. pastoris 0,8  –
1,6 g/L 

Leucin-Zip-
per 
 

synthetisiert SGDLENEVAQLEREVRSLEDEAAELEQKVSRLKNEIEDLKAE 
 
 
 

E. coli 10  –
15 mg/L 

[Shen et 
al., 2007] 
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Protein-
Blöcke 

Herkunft Aminosäuresequenz Rekombinante 
Produktion 

Ausbeute Literatur 

Linker Blöcke 
1 synthetisiert (GGGGS)3 wird nicht einzeln betrachtet [Chen et 

al., 2013] 2 synthetisiert (GGGGS)2 
3 synthetisiert (GGGGS)1 
Protein-tags 
His6-
SUMO-tag 

 HHHHHHGSGLVPRGSASMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPL
RRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQIGG 

wird nicht einzeln betrachtet [Malakhov 
et al., 
2004] 

c-myc-tag synthetisiert EQKLISEEDL [Evan et 
al., 1985] 
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11 Erweiterter Anhang 
Plasmidkarte und Sequenz von „DP1A“: pJOE_DP1A (ampR) 
 

 

Abb. 11-1 Plasmidkarte von pJOE_DP1A 
GAATTCAGGCGCTTTTTAGACTGGTCGTAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAG-
AAATAATTTTCTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGG
CAGCGCTAGCATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCA
ATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTC
GCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGA
TTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGCTGATTATTATGGTCCAAACTATGGTC
CTCCAAGACGTTACGGTGGTGGCAACTATAACAGATACAATAGATATGGCAGACGTTATGGCGGGTATAAAGGCTGGAACAAT
GGTTGGAATAGAGGCCGACGGGGGAAATATTGGGGCGGTGGCGGCAGCGGCGGTGGCGGCTCCGGCGGTGGCGGCTCTGGCGT
TGGTGTGCCAGGTGTTGGCGTACCTGGTGTTGGCGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGTGTTCCGGGCGTAGGTGTTC
CGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTC
GGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCC
AGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTG
GTGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCTGGTGTAGGCGTTCCAGGCGTCGGTGTACCGGGTGTAGGCGTTCCTGGCGTTGGTGTTCCT
GGTGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGTGTTCCGGGCGTAGGTGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTTCCGGGCGTAGG
TGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGG
GCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGC
GTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTACCGGGTGTTGGCGTGCCTGG
TGTCGGCGTCCCTGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTAGGCGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCGGGCGTGGGTGTTCCGGGCGTAGGTG
TTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGT
GTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGT
CCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCGTTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTTCCGGGCGTAGGTGTCCCAGGTGTGGGCGTACCGGGCG
TTGGTGTTCCTGGTGTCGGCGTGCCTGGTGTTGGCGTACCTGGTGTGGGCGGCGGTGGCGGCAGCGGCGGTGGCGGCTCCGGC
GGTGGCGGCTCTGCTGATTATTATGGTCCAAACTATGGTCCTCCAAGACGTTACGGTGGTGGCAACTATAACAGATACAATAG
ATATGGCAGACGTTATGGCGGGTATAAAGGCTGGAACAATGGTTGGAATAGAGGCCGACGGGGGAAATATTGGTAGAAGCTTG
GCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTG
CCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGG
GTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATC
TGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGG
GTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTC
TACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATA
ATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTT
TTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGC
GGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCAC

T7 promoter NdeI  (84)

HindIII  (1958)

pJOE_DP1A
5381 bp
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CAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCG
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCT
TGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGT
TGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCA
GGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAAC
GAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAG
ATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACG
TGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCT
GCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTA
ACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGC
ACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT
CAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACC
TACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTC
GCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTT
TTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC
CGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCC
TGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTG
ACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
TTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGC
CTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGG
TTTTTTCCTGTTTGGTCACTTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGAATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGA
GGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATG
CGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCG
CCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCTCGATGGCTACGAGGGCAGACAGTAAGTGGATTTACCATAATCCCTTAATTGTACGCACC
GCTAAAACGCGTTCAGCGCGATCACGGCAGCAGACAGGTAAAAATGGCAACAAACCACCCTAAAAACTGCGCGATCGCGCCTG
ATAAATTTTAACCGTATGAATACCTATGCAACCAGAGGGTACAGGCCACATTACCCCCACTTAATCCACTGAAGCTGCCATTT
TTCATGGTTTCACCATCCCAGCGAAGGGCCATGCATGCATCGAAATTAATACGACGAAATTAATACGACTCACTATAGGGCAA
TTGCGATCACCACAATTCAGCAAATTGTGAACATCATCACGTTCATCTTTCCCTGGTTGCCAATGGCCCATTTTCCTGTCAGT
AACGAGAAGGTCGC 
 

Plasmidkarte und Sequenz von „mTyr“: pET28a_mTyr (kanR) 

 

Abb. 11-2 Plasmidkarte von pET28a_mTyr 

 
TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
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GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC
AAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTC
ACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATT
TCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCG
TGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCA
GTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAG
TCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCAT
ACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAA
TTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG
TTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTC
GTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTC
CCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGC
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATA
TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG
GCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGT
GACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAG
CGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGG
CTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCAT
GGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTT
GTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACA
GATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGT
TTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTC
ACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGC
ACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGAC
GAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCT
CGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA
GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATT
GCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGG
TGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCG
GACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCC
AATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGAC
ATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACC
ACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGC
AACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTT
CCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATAC
TCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCG
AAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGT
AGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCC
TGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATAT
AGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGA
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AATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACCATGGGTCATCATCACCATCATCATGCCAAATATCATCGTCTGAATCTGCAGAATCCGGCAGCAGCACCGTTTCTGG
AAAGCTACAAAAAAGCAATTACCGTGATGCTGCAGCTGCCTCCGAGTGATGCACGTAATTGGTATCGTAATGCATTTATTCAC
ACCCTGGATTGTCCGCATGGTAATTGGTGGTTTGTTGTTTGGCATCGTGGTTATACCGGTTGGTTTGAACGTACCGTTCGTGA
ACTGAGCGGTGATCCGAATTTTGCATTTCCGTATTGGGATTGGACCGCACTGCCGCAGGTTCCGGATAGCTTTTTTAACGGTG
TTCTGGATCCGAATAATCCGGCATTTATTGCAAGCTACAACGAGTTTTATAGCCAGCTGAGCAATCCGATGAGCGCACTGTGG
AATAGCTTTAGCACCGCACAACTGCAGCAGATGCGTAATCGTGGTTTTCAGAGCGTTAATGATGTTTGGCAGGCAGTTCGTGA
TAGCCCGATGTTTTTTCCGCGTGGTCGTGCACGTACCCTGACACGTCAGAATCCTGGTTTTGATGCAACCACACGTCGTGCAG
TTAGCATTGGCACCATTCGTAATGCCCTGGCACCGACCGATTTCATTACCTTTGGTAGCGGTAAAACCGCAAATCATAGCGAA
AGCGCAACCCAGGGTATTCTGGAATCACAGCCGCATAATAATGTGCATAATAACATCGGTGGCTTCATGCAGGATCTGCTGAG
CCCGACCGATCCGGTTTTTTTTGCACATCATAGCAATATTGATCGCCTGTGGGATGTTTGGACCCGTAAACAGCAGCGTCTGG
GTCTGCCGACACTGCCGACCGGTGCAAATCTGCCGCTGTGGGCAAATGAACCTTTTCTGTTTTTTATCGGTCCGGATGGTAAA
CCGGTTGCAAAAAACAAAGCCGGTGATTATGCAACCATTGGCGATTTCGAATACAATTATGAACCAGGTAGCGGTGAAGCCGT
TTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCG
CTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGA
T 
 
 

Plasmidkarte und Sequenz von „Mefp-3“: pET28a_Mefp3_SD (kanR) 
 

 
Abb. 11-3 Plasmidkarte pET28a_Mefp3_SD 

 
TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC
AAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTC
ACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATT
TCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCG

T7 tag (gene 10 leader)

thrombin site
6xHis

NcoI(5069)  

RBS

T7 promoter

HindIII  (5632)

pET28_Mefp3_SD
5809 bp
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TGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCA
GTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAG
TCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCAT
ACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAA
TTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG
TTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTC
GTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTC
CCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGC
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATA
TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG
GCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGT
GACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAG
CGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGG
CTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCAT
GGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTT
GTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACA
GATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGT
TTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTC
ACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGC
ACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGAC
GAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCT
CGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA
GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATT
GCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGG
TGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCG
GACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCC
AATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGAC
ATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACC
ACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGC
AACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTT
CCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATAC
TCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCG
AAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGT
AGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCC
TGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATAT
AGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGA
AATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTCGGACTCAG
AAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCT
TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAAT
GGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATA
TTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGCTGATTATTATGGTCCAAACTATGGTCCTCCAAGACGTTACGGTGGTGGC
AACTATAACAGATACAATAGATATGGCAGACGTTATGGCGGGTATAAAGGCTGGAACAATGGTTGGAATAGAGGCCGACGGGG
GAAATATTGGTAGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCG
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CACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCT
GAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT 

 
 
Plasmidkarte und Sequenz von „DP2“: pET28a_Cer_DP2 (kanR) 
 

 
Abb. 11-4 Plasmidkarte pET28a_Cer_DP2 

 
TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCA
GCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGG
AACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC
AAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTC
ACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATT
TCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGC
ATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCG
TGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGA
ACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCA
GTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAG
TCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCAT
ACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAA
TTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAG
TTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCT
TCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGA
TCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTC
GTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTC
CCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAAC
GCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAG
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CCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT
TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGC
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATA
TGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATG
GCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGT
GACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAG
CGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGG
CTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCAT
GGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTT
GTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACA
GATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGT
TTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTC
ACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGC
ACGATCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGAC
GAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCT
CGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA
GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATT
GCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGG
TGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCG
GACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCC
AATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGAC
ATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCA
GCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACC
ACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGC
AACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTT
CCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATAC
TCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCG
AAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGT
AGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCCCGGAAATACAGGAACGCACGCTGGATGGCCCTTCGCT
GGGATGGTGAAACCATGAAAAATGGCAGCTTCAGTGGATTAAGTGGGGGTAATGTGGCCTGTACCCTCTGGTTGCATAGGTAT
TCATACGGTTAAAATTTATCAGGCGCGATCGCGGCAGTTTTTCGGGTGGTTTGTTGCCATTTTTACCTGTCTGCTGCCGTGAT
CGCGCTGAACGCGTTTTAGCGGTGCGTACAATTAAGGGATTATGGTAAATCCACTTACTGTCTGCCCTCGTAGCCATCGAGCA
TGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAA
GTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCA
CGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACA
ATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGTGGTGTTCCGGGTGCGATTCCGGGCGGTGT
GCCGGGTGGTGTTTTTTATCCGGGTGCGGGTCTGGGTGCGCTGGGTGGTGGTGCACTGGGTCCGGGTGGTAAACCGCTGAAAC
CGGTTCCGGGTGGTCTGGCGGGTGCAGGCCTGGGCGCAGGTCTGGGTGCATTTCCGGCGGTTACCTTTCCGGGTGCGCTGGTG
CCGGGTGGCGTTGCGGATGCGGCGGCAGCGTATAAAGCGGCGAAAGCAGGCGCGGGTCTGGGCGGCGTTCCGGGTGTTGGTGG
TCTGGGTGTTAGCGCGGGTGCGGTTGTTCCGCAGCCGGGTGCAGGTGTTAAACCGGGTAAAGTTCCGGGCGTTGGTCTGCCGG
GTGTTTACCCGGGTGGTGTGCTGCCGGGTGCACGTTTTCCGGGTGTGGGCGTTCTGCCGGGCGTTCCGACCGGTGCGGGTGTG
AAACCGAAAGCGCCGGGTGTTGGCGGCGCATTTGCGGGTATTCCGGGCGTGGGTCCGTTTGGTGGTCCGCAACCGGGTGTTCC
GCTGGGTTATCCGATTAAAGCGCCGAAACTGCCGGGTGGTTATGGTCTGCCGTATACCACCGGTAAACTGCCGTATGGCTATG
GCCCGGGTGGCGTGGCAGGTGCAGCGGGTAAAGCGGGTTATCCGACCGGCACCGGTGTTGGTCCGCAGGCGGCAGCGGCAGCG
GCGGCAAAAGCGGCAGCGAAATTTGGCGCAGGTGCGGCAGGTGTCCTGCCGGGCGTGGGCGGTGCGGGCGTGCCGGGTGTCCC
GGGTGCAATCCCGGGTATTGGTGGTATTGCGGGTGTTGGCACCCCGGCAGCAGCGGCAGCTGCAGCAGCAGCCGCGAAAGCGG
CAAAATATGGCGCGGCAGCGGGTCTGGTTCCGGGCGGTCCGGGTTTTGGTCCGGGTGTGGTGGGTGTTCCGGGCGCAGGTGTG
CCGGGCGTTGGCGTCCCGGGTGCCGGTATTCCGGTTGTGCCGGGTGCGGGCATTCCGGGTGCAGCAGTTCCGGGTGTCGTTAG
CCCGGAAGCGGCAGCAAAAGCAGCGGCAAAAGCCGCGAAATACGGCGCACGCCCGGGTGTGGGTGTGGGTGGTATTCCGACCT
ATGGTGTTGGTGCAGGTGGTTTTCCGGGCTTTGGTGTTGGCGTTGGCGGCATCCCGGGTGTTGCAGGTGTTCCGTCTGTTGGT
GGCGTTCCGGGCGTCGGCGGCGTCCCGGGCGTGGGTATTTCTCCGGAAGCGCAGGCGGCTGCTGCAGCCAAAGCAGCTAAATA
TGGCGTTGGTACGCCGGCTGCGGCAGCAGCGAAAGCTGCGGCGAAAGCGGCCCAGTTTGGTCTGGTTCCAGGTGTTGGCGTTG
CGCCAGGTGTGGGTGTTGCACCGGGCGTGGGCGTTGCACCTGGTGTTGGCCTGGCACCGGGTGTAGGTGTGGCGCCTGGCGTT
GGTGTGGCCCCAGGTGTTGGTGTAGCTCCGGGTATTGGCCCAGGTGGTGTTGCAGCAGCGGCGAAATCTGCAGCAAAAGTGGC
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GGCCAAAGCGCAGCTGCGTGCGGCGGCAGGCCTGGGTGCGGGTATCCCGGGTCTGGGTGTTGGTGTTGGTGTGCCGGGCCTGG
GTGTGGGTGCAGGCGTTCCGGGTCTGGGCGTGGGCGCTGGTGTCCCGGGCTTCGGTGCAGTGCCGGGTGCCCTGGCAGCAGCA
AAAGCGGCGAAATATGGCGCTGCTGTTCCGGGCGTGCTGGGTGGTCTGGGCGCCCTGGGCGGTGTTGGTATTCCGGGTGGCGT
CGTTGGTGCGGGTCCGGCGGCAGCAGCTGCGGCTGCGAAAGCAGCTGCCAAAGCAGCGCAATTTGGCCTGGTTGGTGCGGCTG
GTCTGGGCGGTCTGGGTGTCGGCGGCCTGGGCGTCCCGGGTGTGGGCGGCCTGGGTGGCATTCCGCCGGCAGCCGCAGCGAAA
GCAGCCAAATACGGCGCTGCAGGTCTGGGCGGTGTTCTGGGCGGTGCAGGTCAGTTTCCGCTGGGCGGTGTGGCGGCACGTCC
GGGTTTCGGTCTGAGCCCGATTTTTCCGGGTGGTGCCTGTCTGGGTAAAGCGTGTGGCCGTAAACGCAAAGGCGGTGGCGGCA
GCGCAGATTATTATGGTCCGAATTATGGCCCTCCGCGTCGTTATGGTGGTGGCAATTATAACCGCTATAATCGCTATGGTCGT
CGCTACGGTGGTTATAAAGGTTGGAATAATGGCTGGAATCGTGGTCGTCGTGGTAAATATTGGGAGCAGAAGCTGATCTCCGA
AGAGGACTTGTAATGATGACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT
TGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGA
GGAACTATATCCGGAT 

 
 
MALDI-TOF/TOF MS-Analyse mit ISD (In-Source Decay) und T3-Sequenzierung 
(Analysen durchgeführt von Dr. M. Naumann, Fraunhofer IZI) 
 

 
Abb. 11-5 ISD-Fragmentspektrum von Mefp-3 
Die Darstellung zeigt das durch ISD erzeugte Fragmentspektrum von Mefp-3. Es enthält die detektierten 
N-terminalen (a-Typ in grün und c-Typ in braun) und C-terminalen (y-Typ in blau und z-Typ in rot) Frag-
ment-Ionen, die während der Ionisierung erzeugt wurden. Die Fragment-Ionen wurden zur Bestimmung 
der terminalen Aminosäuresequenzen von Mefp-3 verwendet (Tabelle 11-1, S. 211). 
 

Tabelle 11-1 Ergebnisse der ISD-Analyse von Mefp-3 mit den detektierten N-terminalen (a- und 
c-Typ) und C-terminalen (y- und z-Typ) Fragment-Ionen, die während der Ionisierung erzeugt 
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wurden. Die Fragment-Ionen wurden zur Bestimmung der terminalen Aminosäuresequenzen von 
Mefp-3 verwendet. 

 
 

 
Abb. 11-6 ISD/T3-Fragmentspektrum der DP1A-Variante 
Die Darstellung zeigt das durch ISD erzeugte Fragmentspektrum der DP1A-Variante. Es enthält die 
detektierten N-terminalen (a-Typ in grün und c-Typ in braun) und C-terminalen (y-Typ in blau und z-Typ 
in rot) Fragment-Ionen, die während der Ionisierung erzeugt wurden. Die Fragment-Ionen wurden zur 
Bestimmung der terminalen Aminosäuresequenzen der DP1A-Variante verwendet (Abb. 3-16, S. 79). 
 

Tabelle 11-2 Ergebnisse der ISD-Analyse der DP1A-Variante mit den detektierten N-terminalen 
(a- und c-Typ) und C-terminalen (y- und z-Typ) Fragment-Ionen, die während der Ionisierung 
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erzeugt wurden. Die Fragment-Ionen wurden zur Bestimmung der terminalen Aminosäurese-
quenzen der DP1A-Variante verwendet. 
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Abb. 11-7 ISD/T3-Fragmentspektrum der modifizierten DP1A-Variante zur Lokalisation der Hyd-
roxylierungsstellen  
Die Darstellung zeigt das durch ISD erzeugte Fragmentspektrum der modifizierten DP1A-Variante. Es 
enthält die detektierten N-terminalen (a-Typ in grün und c-Typ in braun) und C-terminalen (y-Typ in blau 
und z-Typ in rot) Fragment-Ionen, die während der Ionisierung erzeugt wurden. Die Fragment-Ionen 
wurden zur Bestimmung der terminalen Aminosäuresequenzen sowie der Lokalisation der Hydroxylie-
rungsstellen (DOPA) der modifizierten DP1A-Variante verwendet (Abb. 3-16, S. 79). 
 

Tabelle 11-3 Ergebnisse der ISD-Analyse der modifizierten DP1A-Variante mit den detektierten 
N-terminalen (a- und c-Typ) und C-terminalen (y- und z-Typ) Fragment-Ionen, die während der 
Ionisierung erzeugt wurden. Die Fragment-Ionen wurden zur Bestimmung der terminalen 
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Aminosäuresequenzen sowie der Lokalisation der Hydroxylierungsstellen (Y*) der modifizierten 
DP1A-Variante verwendet. 
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